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RESUMO

VIEIRA, Lorena Melo, D.Sc. Universidade Federal de Vigcosa, marco de 2015.
Embriogénese somatica em Passiflora cincinnata Mast. e P. setacea D.C.:
caracterizacio morfo-anatdomica, mobilizacdo de reservas e expressio dos genes
SERK e BBM. Orientador: Wagner Campos Otoni. Coorientadoras: Andréa Dias
Koehler e Ana Claudia F. Cruz

A aquisicdo de competéncia embriogénica por células somaticas € um processo
intrigante e necessita da jung¢do de dados genético-moleculares e citologicos para
melhor compreensdo dos mecanismos e mudangas celulares envolvidas. A vista disso,
os objetivos desse trabalho foram isolar e caracterizar o padrao de expressdo dos genes
SERK e BBM por hibridizagao in situ durante o processo de embriogénese somatica em
Passiflora cincinnata, avaliar a responsividade morfogénica in vitro de P. setacea ¢ P.
cincinnata submetidas a condig¢des de indugdo de embriogénese somatica, bem como,
acompanhar a mobilizacdo de reservas e a expressdo dos genes supracitados durante a
embriogénese somatica. Para tal, a partir de calos embriogénicos de P. cincinnata, com
20 dias em meio de inducdo (MI), extraiu-se 0 RNA total e obteve-se o cDNA, o qual
serviu como molde para amplificagdo da sequéncia codante utilizando-se primers
degenerados para SERK ¢ BBM. A responsividade de embrides zigdticos maduros de P.
setacea e P. cincinnata foi avaliada mediante o cultivo em meio de indug@o alternativo
constituido por sais MS suplementado com 31,06 uM de Picloram + 2,22 uM de BA +
2,27 uM de TDZ (MIP) + 500 mg L' de Extrato de Malte (EM) + 13,77 uM de
Espermidina (Spd). Apo6s 30 dias as culturas foram transferidas ao meio de maturagdo
(MM) composto de meio MS acrescido de 1,0% de carvao ativado e auséncia de
reguladores de crescimento. Amostras com 0, 10, 20 e 30 dias foram coletadas para
microscopia de luz, microscopia eletronica de varredura, testes histoquimicos e
hibridizacdo in situ, todas seguindo protocolos especificos. Para visualizagdo da
expressdo dos genes SERK ¢ BBM foi gerada uma sonda de RNA a partir de um clone
sequenciado de P. cincinnata. Para P. setacea utilizou-se uma sonda heterologa sense e
antisense de P. cincinnata. O relacionamento filogenético das sequéncias isoladas de P.
cincinnata comparadas as de outras espécies apontou que as fungdes das proteinas
podem ser conservadas na espécie. Em SERK, o Pc contigl agrupou-se com membros
de SERKI1 e SERK2, enquanto o Pc contig2 agrupou-se com membros de
SERK3/BAKI. Por sua vez, o Pc contigl de BBM, agrupou-se com membros de BBM1



e BBM2. A expressio do gene SERK foi constatada em embrides zigoéticos e
gradualmente diminuida até os 20 dias em MI. Aos 30 dias em MI, embrides somaticos
globulares foram intensamente marcados, assim como em embrides com 5 e 40 dias em
MM. Transcritos do BBM foram observados em embrides zigdticos, no entanto, a
expressdo foi cessada no decorrer do desenvolvimento dos embrides somaticos. A
expressdo foi retomada em embrides somaticos cotiledonares apds 40 dias em MM,
assemelhando-se ao observado no embrido zigético. Observou-se que em P. setacea,
durante o processo embriogénico, houve formagdo de protuberdncias que deram origem
a zonas pro-embriogénicas, as quais se desenvolveram em embrides somaticos. Ja em P.
cincinnata houve proliferacdo das células do meristema fundamental e formagdo de
meristemoides, caracterizando regides organogénicas. Quando transferidos ao meio de
maturacdo ndo houve regeneracdo de plantas a partir de embrides somaticos em P.
setacea. Em P. cincinnata houve intumescimento das regides calejadas e, em alguns
casos, formagdo de primérdios foliares. Quanto a expressdo génica, em P. setacea foi
constatada expressdo de BBM e SERK em todas as fases analisadas, especialmente em
protuberancias e embrides somaticos formados. P. cincinnata, por sua vez, também
apresentou transcritos dos genes BBM e SERK em todas as fases analisadas, sendo
intensificado o sinal de hibridizagdo na periferia dos explantes e regides meristematicas
apos 20 dias em MI. P. setacea apresentou corpos proteicos com decréscimo gradativo
até os 30 dias em meio de indu¢do. Houve presenca de carboidratos e amido no explante
e seu decréscimo apo6s 10 dias, e verificou-se a sintese de novo de amido aos 30 dias de
inducdo, quando ha formagdo de embrides somaticos. Nao foi verificada a presenca de
corpos lipidicos durante o processo embriogénico. J4 em P. cincinnata, constatou-se
corpos proteicos e amido de forma moderada em todas as etapas de desenvolvimento e a
presenga de carboidratos totais e corpos lipidicos foi averiguada nas fases iniciais de
inducdo. Apos 20 dias, houve mobilizacdo dessas substincias de reserva
concomitantemente com a formacdo e desenvolvimento de meristemoides. Deste modo,
sugere-se que a expressdo desses genes estd associada aos processos de aquisicdo de
competéncia embriogénica e podem servir como marcadores moleculares desse
processo. Os resultados do isolamento e expressdo dos genes SERK e BBM em P.
cincinnata sdo inéditos e contribuem para o melhor entendimento dos processos que
envolvem a embriogénese somatica na espécie. Nosso trabalho apresenta dados inéditos
da indug¢do de embrides somaticos em P. setacea ¢ como as espécies estudadas

apresentam respostas morfogénicas divergentes quando submetidas ao mesmo meio de



inducdo. E ainda, relatamos a expressdo dos genes BBM e SERK e a mobilizacdo de
compostos de reserva no decorrer dos eventos morfogénicos in vitro em P. setacea ¢ P.

cincinnata.
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ABSTRACT

VIEIRA, Lorena Melo, D.Sc. Universidade Federal de Vigosa, March, 2015. Somatic
embryogenesis in Passiflora cincinnata Mast. and P. setacea D.C.:
morphoanatomical characterization, reserve mobilization and expression of genes
SERK and BBM. Advisor: Wagner Campos Otoni. Co-advisor: Andréa Dias Koehler
and Ana Claudia F. Cruz

The acquisition of embryogenic competence in somatic cells is intriguing process and
requires both molecular-genetic and cytological knowledge to better understand the
mechanisms and cellular changes involved. Based on this, the aim of this study was to
isolate and characterize the expression of SERK and BBM genes in somatic embryos of
Passiflora cincinnata, as well as to evaluate the morphogenic in vitro response of
Passiflora setacea and P. cincinnata somatic embryogenesis inducted and monitoring
the reserve mobilization and expression of the these genes during embryogenesis. For
this, RNA was extracted and cDNA was obtained from embryogenic calli of P.
cincinnata after 20 days in induction medium (IM), which was used as template for the
coding sequence amplification with degenerate primers of SERK and BBM. Mature
zygotic embryos of P. setacea and P. cincinnata were inoculated on MS medium
supplemented with 31.06 uM of picloram + 2.22 uM of benzyladenine + 2.27 uM of
thidizuron + 500mg L™ of malt extract + 13.77 pM of spermidine. After 30 days, the
cultures were transferred to the maturation medium (MM), composed of MS medium
supplemented with 1 % of activated charcoal without growth regulators. Samples with
0, 10, 20 and 30 days were collected for light microscopy, scanning electron
microscopy, histochemical analyzes and in situ hybridization, following specific
protocols. A RNA probe from P. cincinnata cDNA was generated to figure out the
expression of SERK and BBM genes, whereas to P. setacea a heterologous sense and
antisense probe of P. cincinnata was used. The phylogenetic relationship of P.
cincinnata isolated sequences compared with other species suggests that the functions
of the proteins are preserved. In SERK, the Pc contigl grouped up with SERKI1 and
SERK2 members, while the Pc contig2 grouped with SERK3/BAK1 members. On the
other hand, the BBM Pc contigl was grouped with BBM1 and BBM2 members. The
expression of SERK gene was found in zygotic embryos and gradually decreased until
20 days in the IM. After 30 days in the IM, globular somatic embryos were intensely
marked with the hybridization signal, as well as embryos with 5 and 40 days in the MM.

Xii



BBM transcripts were observed in zygotic embryos, but the expression was stopped
during the somatic embryos development. The expression was resumed in somatic
globular embryos after 40 days in the MM, similar to that observed in zygotic embryos.
In the second chapter, in P. setacea embryogenesis process, it was observed the
formation of lumps that originate pro-embryogenic zones, which developed into somatic
embryos. In P. cincinnata a proliferation of the ground meristem cells and meristemoids
formation occurred, emphasizing organogenic regions. When transferred to MM, there
was no plant regeneration from somatic embryos of P. setacea. In P. cincinnata,
swelling of callus regions and, in some cases, formation of leaf primordia was observed.
Regarding the gene expression, in P. setacea there was BBM and SERK expression in
all stages, especially in lumps and somatic embryos. Also P. cincinnata showed
transcripts of BBM and SERK genes in all stages, with intensification of the
hybridization signal at the explants edges and meristematic regions after 20 days in the
IM. Protein bodies were found in P. setacea, decreasing gradually until 30 days in the
IM. Carbohydrate and starch levels decreased after 10 days, but there was de novo
synthesis of starch at 30 days of induction, coupled with the somatic embryos
formation. No lipid bodies during the embryogenic process were verified. In P.
cincinnata protein bodies and starch were moderately present in all development stages
whereas carbohydrates and lipid bodies were present only at the early stages of
induction. After 20 days, these reserve substances were mobilized, along with the
meristemoids formation and development. Therefore, it is suggested that the expression
of these genes is associated with embryogenic competence acquisition process and can
be a molecular marker of this process. These results of isolation and expression of
SERK and BBM genes in P. cincinnata are original and contribute to a better
understanding of the processes involving somatic embryogenesis in this species. This
work brings a new approach for somatic embryogenesis induction in P. setacea and
highlights how these two species show different responses when submitted to the IM. In
addition, the expression of the genes BBM and SERK as well as the mobilization of
reserve compounds during in vitro morphogenic events in P. setacea and P. cincinnata

were related.
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1. INTRODUCAO GERAL

Diversos estudos t€m sido executados no intuito de estabelecer protocolos de
cultivo e regeneragdo in vitro via embriogénese somatica em espécies do género
Passiflora (Silva et al. 2009; Paim-Pinto et al. 2011; Rosa et al. 2015). Entretanto,
pouco se tem avangado no entendimento dos mecanismos moleculares e fisiologicos
que governam a aquisicdo de competéncia celular. A transicdo do estado de células
somaticas para células com competéncia embriogénica é intrigante, ¢ a compreensao
dos mecanismos e mudangas celulares que norteiam esse processo dar-se-a4 pela
confluéncia de dados genético-moleculares e citologicos a esse respeito (Féher et al.
2003; Rocha e Dornelas 2013; Féher 2014).

Dentre as técnicas de cultura de tecidos, a embriogénese somatica se destaca,
uma vez que, apresenta um sistema eficiente para regeneracdo de plantas em larga
escala, utilizacdo em programas de transformagdo genética (Shang et al. 2009), bem
como para a compreensao dos aspectos moleculares e morfofisioldgicos envolvidos na
diferenciagdo celular (Féher et al. 2003; Perez-Nuiiez et al. 2009; Kurczynska et al.
2012). Embora muitas caracteristicas comuns tivessem sido identificadas entre os
mecanismos moleculares que controlam ambos o desenvolvimento da embriogénese
somatica e zigotica (Féher et al. 2003), o processo da embriogénese somatica requer um
sinal de inducdo das células somaticas para se diferenciarem e adquirirem competéncia
embriogénica (Komamine et al. 2005; Yang et al. 2010).

A inducdo da embriogénese somatica in vitro esta associada as condigdes do
ambiente in vitro, aos niveis de reguladores de crescimento exdgenos e outros fatores de
estresse (Pasternak et al. 2002; Elhiti et al. 2013; Parveen e Shahzad 2014; Rocha et al.
2015). Em muitas espécies de plantas, a concentragdo exata de auxina acrescida ao meio

de cultivo in vitro é crucial para a indugdo da embriogénese somatica (Féher et al. 2003;



2005). A utilizacdo de auxinas como reguladores de crescimento ¢ de suma importancia
no processo morfogénico, ja que, em geral a aplicagdo do acido 24-
diclorofenoxiacético (2,4-D) para a inducdo de embrides somadticos reforca sua
capacidade em evocar respostas a auxina e ao estresse (Féher 2005). E ainda, a
eficiéncia do 2,4-D em ativar as rotas embriogénicas pode estar relacionada a sua
aptiddo em induzir genes do estresse que contribuem na reprogramacdo celular de
células somaticas para embriogénicas (Fehér 2014; Parveen e Shahzad 2014).

Dentre os genes importantes na regulagdo dos processos morfogénicos, estdo
alguns pertencentes a familia SERK (Somatic Embryogenesis Receptor-Like Kinase) e
BBM (Baby Boom), estando envolvidos tanto na aquisigdo de competéncia
embriogénica (Sucharitakul et al. 2014), quanto na organogénese (Ge et al. 2010;
Zakizadeh et al. 2010). Genes da familia estdo inseridos como um subgrupo de RLKs
(Repeat-Like Kinases) na qual se encontra a subclasse LRR (Leucine Rich Repeat) e foi
descrito como marcador da transicdo de células somaticas para embriogénicas em
diversas espécies, a exemplo, Daucus carota (Schmidt et al. 1997), Dactylis glomerata
(Somleva et al. 2000), Arabidopsis thaliana (Hecht et al. 2001) e pode servir como
marcador molecular caracteristico para distingdo entre células competentes e nao
competentes (Chugh e Khurana 2002). O gene BBM pertence a familia de fatores de
transcricio AINTEGUMENTA-like (AIL) que, por sua vez, estd contida na
superfamilia AP2/ERF (Horstman et al. 2014). Esses genes apresentam fung¢des no
estabelecimento de meristemas, iniciacdo e crescimento de orgdos, bem como, sdo
expressos em tecidos jovens e em divisdo (Horstman et al. 2014; Yang et al. 2014).
Estudos funcionais de BBM indicaram que esse gene ativa rotas de transdugdo de sinais
levando a inducdo do desenvolvimento do embrido a partir da diferenciagdo de células

somaticas (Boutillier et al. 2002).



Analises de hibridizacdo in situ e a caracterizacdo morfo-anatdomica dos
sistemas de embriogé€nese somatica permitem acompanhar o padrdo temporal e espacial
da expressdao génica, além de fornecer descri¢des detalhadas das alteracdes envolvidas
na aquisi¢do de competéncia embriogénica e histodiferenciacdo de embrides (Boutillier
et al. 2002; Moura et al. 2008; Moura et al. 2010; Solis-Ramos et al. 2010; Du et al.
2012). E ainda, os métodos histoquimicos tem permitido o monitoramento da
mobilizacdo e sintese de compostos de reserva durante o desenvolvimento
embriogénico, possibilitando reconhecer regides e/ou tecidos que requerem alta
demanda energética (Cangahuala-Inocente et al. 2004; Cangahuala-Inocente et al.
2009). Visto que as reservas sao cruciais para os eventos morfogénicos in vitro, varios
estudos tem correlacionado a dindmica de mobilizagdo destes componentes com o
padrio de desenvolvimento organogénico ou de embrides somaticos (Cangahuala-
Inocente et al. 2004; Cangahuala-Inocente et al. 2009; Moura et al. 2010; Almeida et al.
2012).

Muitas espécies do género Passiflora tem sido potencialmente exploradas em
estudos cientificos em func¢do de aprensentarem reconhecida importancia econdmica
pelo valor nutricional de seus frutos, propriedades farmacéuticas e o valor ornamental
de suas flores (Ulmer e MacDougal 2004; Campos 2010). Esse género compreende
cerca de 650 espécies distribuidas em regides tropicais e subtropicais, das quais 150
espécies sdo nativas do Brasil (Crochemore et al. 2003; Ortiz et al. 2011). Dentre essas,
algumas espécies silvestres de Passiflora, como P. cincinnata e P. setacea, nao
cultivadas comercialmente, tem chamado aten¢do por apresentarem caracteristicas de
interesse potenciais em programas de melhoramento genético, em termos de
rendimento, qualidade dos frutos e resisténcia a pragas e doengas (Vieira e Carneiro

2004; Faleiro et al. 2006; Zerbini et al. 2008).



Passiflora cincinnata tem apresentado excelentes respostas morfogénicas in
vitro, mostrando elevado potencial organogénico (Lombardi et al. 2007; Zerbini et al.
2008; Silva et al. 2011) e embriogénico (Reis et al. 2007; Silva et al. 2009; Paim-Pinto
et al. 2010), tendo sido considerada uma espécie padrdo para prossecucdo e adequacdo
de estudos morfogénicos in vitro nesse género (Rocha et al. 2012). Passiflora setacea,
conhecida como maracuja do sono, ¢ considerada uma excelente fonte de resisténcia a
patogenos que acometem as espécies comerciais (Passos e Bernacci 2005; Faleiro et al.
2006; Cerqueira-Silva et al. 2012), no entanto, a dificuldade de produgdo de mudas ¢ a
desuniformidade da germinagdo das sementes, limitam o cultivo dessa espécie (Campos
2010; Cerqueira-Silva et al. 2012). Assim, as técnicas de cultura de tecidos e programas
de melhoramento genético podem ser alternativas viaveis para sua propagagao (Faleiro
et al. 2008; Campos 2010; Santos et al. 2011; Vieira et al. 2014).

Em virtude da importancia do entendimento dos mecanismos que governam a
aquisi¢cdo de competéncia celular a organogénese ou embriogénese, a caracterizacdo
génica, analises histologicas e histoquimicas dos processos de regeneracdo in vitro
tornam-se necessarias para melhor esclarecimento e validacdo do seu uso em estudos de

cunho cientifico.



2.

OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Fornecer subsidios para o melhor entendimento da embriogénese somatica em

Passiflora setacea e P. cincinnata, utilizando-se ferramentas anatomicas e

moleculares.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1-

Isolar e caracterizar genes das familias SERK e BBM expressos durante o
processo de inducao de embrides somaticos em Passiflora cincinnata;

Averiguar a dindmica da expressdo desses genes, em nivel temporal e espacial,
pela técnica de hibridizagdo in situ;,

Comparar a responsividade morfogénica de embrides zigdticos maduros de
Passiflora setacea e P. cincinnata submetidos a um meio alternativo de indugdo
de embriogénese somatica;

Caracterizar anatomicamente as respostas morfogénicas in vitro e avaliar o perfil
de expressao dos genes SERK € BBM em P. setacea e P. cincinnata,

Monitorar a sintese e mobilizacdo de substincias de reservas durante as

diferentes etapas de indu¢do da embriogénese somatica.
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CAPITULO I

GENES PUTATIVOS DE SERK E BABY BOOM SAO EXPRESSOS DURANTE
A EMBRIOGENESE SOMATICA DE Passiflora cincinnata MAST.

Resumo - Dentre o grupo dos principais genes envolvidos na embriogénese somatica
destacam-se o SERK e o BBM. Os genes SERK (Somatic Embryogenesis Receptor-Like
Kinase) sdao expressos em diferentes estadios de desenvolvimento do embrido além de
terem relagdo com a aquisi¢do da competéncia e da indug@o da embriogénese somatica.
O gene BBM (BABY BOOM), membro da subfamilia A4P2, tem papel no
desenvolvimento de embrides e proliferagdo de células em regides meristematicas. Por
conseguinte, este trabalho objetivou isolar e caracterizar a expressdo desses genes no
processo de formacdo de embrides somaticos em Passiflora cincinnata. Para tal, o RNA
total de culturas embriogénicas com 20 dias em meio de indugdo foi extraido e obtido o
cDNA. Esse serviu como molde para amplificacdo da sequéncia codante utilizando-se
primers degenerados de SERK e BBM. Os fragmentos de tamanhos previstos foram
purificados do gel, ligados ao vetor e introduzidos em células ultracompetentes.
Verificou-se que as sequéncias de aminoacidos deduzidas dos clones escolhidos de
SERK e BBM apresentaram similaridades com as proteinas SERK e BBM depositadas
no banco de dados do NCBI. O relacionamento filogenético das sequéncias isoladas de
P. cincinnata comparadas as de outras espécies apontou que as funcdes das proteinas
podem ser conservadas na espécie. Ademais, a topologia das arvores gerou grupos bem
sustentados, tanto para SERK quanto para BBM. Em SERK, o Pc contigl agrupou-se
com membros de SERK1 e SERK2, enquanto o Pc contig? agrupou-se com membros
de SERK3/BAKI. Por sua vez, o Pc contigl de BBM, agrupou-se com membros de
BBMI1 e BBM2. A expressdao do gene SERK foi constatada em embrides zigoticos e
gradualmente diminuida até os 20 dias em meio de inducdo. Aos 30 dias em meio de
inducdo, embrides somaticos globulares foram intensamente marcados com o sinal de
hibridiza¢ao, assim como em embrides com 5 e 40 dias em meio maturacdo. Transcritos
do BBM foram observados em embrides zigdticos, no entanto, a expressdo foi cessada
no decorrer do desenvolvimento dos embrides somaticos. A expressdo foi retomada em
embrides somaticos cotiledonares apos 40 dias em meio de maturagdo, assemelhando-se
ao observado no embrido zigdtico. De maneira congruente, a sonda sense ndo
apresentou sinal positivo nos estadios avaliados. Deste modo, sugere-se que a expressao

desses genes esta associada aos processos de aquisi¢cdo de competéncia embriogénica e
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no desenvolvimento de embrides somaticos podendo servir como marcadores
moleculares desse processo. Os resultados do isolamento e expressdo dos genes SERK ¢
BBM em P. cincinnata sao inéditos e contribuem para o melhor entendimento dos

processos que envolvem a embriogénese somatica na espécie.

Palavras-chave: Passiflora, embriogénese somatica, SERK, BBM, hibridizagao in situ,

analise filogenética.
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Abstract - Among the key genes involved in somatic embryogenesis, the SERK and
BBM are highlighted. The SERK genes (Somatic Embryogenesis Receptor-Like Kinase)
are expressed in different stages of embryonic development as well as being associated
with the acquisition of competence and somatic embryogenesis induction. BBM gene
(BABY BOOM), member of AP2 subfamily, plays a role at the embryo development and
cell proliferation in meristematic regions. Thus, this study aimed to isolate and
characterize these genes expression at the formation of somatic embryos in Passiflora
cincinnata. For this, total RNA of 20-days-embryos in induction medium was extracted
and the cDNA obtained. This served as a template for the coding region amplification
using degenerate primers of SERK and BBM. The predicted size fragments were
purified from the gel, linked to the vector and introduced into ultracompetent cells. The
deduced amino acid sequences of the SERK and BBM selected clones showed
similarities with SERK and BBM proteins deposited on the NCBI database. The
phylogenetic relationship between isolated sequences of P. cincinnata and other species
showed that the protein functions can be preserved in this species. Furthermore, the
topology of the trees generated very coherent groups for both SERK and BBM. In SERK,
the Pc contigl grouped up with SERK1 and SERK2 members, while the Pc contig2
grouped with SERK3/BAK1 members. On the other hand, the BBM Pc contigl was
grouped with BBM1 and BBM2 members. The expression of SERK gene was found in
zygotic embryos and gradually decreased until 20 days in the induction medium. After
30 days in the induction medium, globular somatic embryos were intensely marked with
the hybridization signal, as well as embryos with 5 and 40 days in the maturation
medium. BBM transcripts were observed in zygotic embryos, but the expression was
stopped during the somatic embryos development. The expression was resumed in
somatic globular embryos after 40 days in the maturation medium, similar to that
observed in zygotic embryos. Likewise, the sense probe did not show positive signal at
the evaluated stages. Therefore, it is suggested that the expression of these genes is
associated with embryogenic competence acquisition process and can be a molecular
marker of this process. These results of isolation and expression of SERK and BBM
genes in P. cincinnata are original and contribute to a better understanding of the

processes involving somatic embryogenesis in this species.

Keywords: Passiflora, somatic embryogenesis, SERK, BBM, in situ hybridization,

phylogenetic analysis.
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1. INTRODUCAO

Os eventos morfogénicos in vitro decorrentes da reprogramacao celular rumo a
aquisicdo da competéncia para a regeneragdo estdo intimamente associados a
plasticidade de células somaticas vegetais e constituem as bases de aplicacdo da cultura
de tecidos em processos biotecnologicos. Nesse sentido, tem sido crescente a busca ao
maior entendimento da regulacdo dos processos morfogénicos in vitro organogénese ¢
embriogénese somatica em niveis celular, fisiologico ¢ molecular (Namasivayam 2007;
Kurczynska et al. 2012; Elhiti et al. 2013).

O processo morfogénico via embriogénese somatica ¢ analogo a embriogénese
zigbtica, em que uma Unica célula ou um grupo de células somaticas se tornam
precursoras de embrides somaticos (Namasivayam 2007; Rocha e Dornelas 2013). A
iniciacdo da embriogénese somatica requer sinais hormonais Unicos que culminam na
formacao de estruturas bipolares, dando origem a uma planta completa, sem que haja a
fusdo de gametas (Komamine et al. 2005; Yang et al. 2010).

Notadamente, a embriogénese somatica tem sido utilizada em sistemas de
propagacao in vitro, além de muito explorada em programas de transformagao genética
de plantas e contribui para a compreensdo dos aspectos fisioldgicos, bioquimicos e
moleculares da diferenciacdo celular durante a embriogénese vegetal (Perez-Nuifiez et
al. 2009; Pinto et al. 2011).

As auxinas sdo importantes tanto para a aquisicdo de competéncia
embriogénica quanto para o desenvolvimento do embrido (Raghavan 2004). A
capacidade do 2,4-D em ativar as rotas embriogénicas pode estar relacionada a sua
aptiddo em induzir genes do estresse que contribuem na reprogramagdo celular de
células somaticas para embriogénicas (Parveen e Shahzad 2014). A mobilidade dessas

pequenas moléculas e as respostas que elas evocam ressalta seu potencial a este
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respeito. Mudangas temporal e espacial nos niveis endogenos de auxinas sdo
importantes fatores que controlam o destino celular embriogénico (Féher et al. 2003).

Segundo van Arnold (2008), a embriogénese somatica pode ser aplicada com
eficiéncia no cultivo in vitro de todas as espécies de plantas, desde que condigdes
favoraveis sejam aplicadas. Essa técnica se mostrou bem sucedida em sistemas de
regeneracao para muitas espécies (Yang e Zhang 2010). Em Passiflora, o emprego da
embriogénese somatica foi relatado para P. giberti (Otoni 1995; Otoni et al. 1996; Rosa
et al. 2015), P. cincinnata (Reis et al. 2007; Silva et al. 2009) e P. edulis (Paim-Pinto et
al. 2011; Rosa et al. 2015), P. alata e P. crenata (Rosa et al. 2015). Esse sistema de
regeneragdo se demonstra mais atraente que a organogénese em fun¢do do nimero
expressivo de regenerantes e do baixo nivel de variacdo somaclonal (Gaj 2001; Paim-
Pinto et al. 2010).

A transicdo de células somaticas para células com competéncia embriogénica
deve abranger a associacdo entre a reprogramagdo da expressdo gé€nica a fatores
anatomicos e fisiologicos, que reflete os processos de desdiferenciagdo, ativagdo da
divisdo celular ¢ mudanca no destino das células (Santos et al. 2005). Neste contexto,
diversos trabalhos envolvendo genes marcadores do processo embriogénico tem sido
desenvolvidos em diferentes espécies, a fim de monitorar e caracterizar os processos de
desenvolvimento in vitro. Assim, os genes da familia SERK (Somatic Embryogenesis
Receptor-Like Kinase) ¢ BBM (Baby Boom), entre outros, tem sido bastante promissores
nesses estudos. Os primeiros relatos da expressdo do gene SERK foi em cenoura
(Daucus carota) por Schmidt et al. (1997) e do gene BBM em Arabidopsis thaliana e
Brassica napus por Boutillier et al. (2002). Schmidt et al. (1997) observaram que o gene
SERK codifica um receptor de proteina quinase do tipo RLKs (Repeat-Like Kinases ) na

qual se encontra a subclasse LRR (Leucine Rich Repeat). As proteinas que apresentam o
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dominio LRR sdo responsaveis pela transducdo de sinais e acredita-se que medeiam
informagdes proteinas-proteinas (Shiu e Bleecker 2001). Segundo Schimdt et al. (1997)
o screening diferencial entre células embriogénicas e nao-embriogénicas, apontou
expressdo do SERK somente em células embriogénicas, reiterando o papel do SERK
como componente da via de transducdo de sinais que indica embriogénese somatica e
zigobtica.

Com a associagdo da expressdo do gene SERK a embriogénese, tem-se elevado
o numero de pesquisas que envolvem o mecanismo da aquisi¢do de competéncia celular
para a embriogénese em diversas espécies, como Zea mays (Baudino et al. 2001; Zhang
et al. 2011), Medicago truncatula (Nolan et al. 2009), Valencia sweet orange (CitSerk!-
Like) (Ge et al. 2010), Arabidopsis (Hecht et al. 2001), Oryza sativa (Hu et al. 2005),
Cocos nucifera (Perez-Nuiiez et al. 2009), Dactylis glomerata (Somleva et al. 2000),
Vitis vinifera (Schellenbaum et al. 2008), Solanum tuberosum (Sharma et al. 2008),
Rosa canina (Kedong et al. 2011), Rosa hibrida cv. Linda (Zakizadeh et al. 2010),
Saccharium spp (Vicentini et al. 2009), Triticum aestivum (Singla et al. 2008),
Theobroma cacao (Santos et al. 2005), Musa acumminata (Huang et al. 2009),
Araucaria angustifolia (Steiner et al. 2011), Momordica charanthia (Talapatra et al.
2013) e Coffea arabica (Silva et al. 2014).

O gene BABY BOOM (BBM), juntamente com AINTEGUMENTA (ANT) e
PLETHORA (PLT) compdem a familia de fatores de transcrigdo AINTEGUMENTA-
Like (AIL) presente na superfamilia AP2/ERF (Horstman et al. 2014). Esses genes sao
expressos em tecidos jovens e em divisdo e tem papel de estabelecer e manter
meristemas, bem como, iniciagdo e crescimento de o6rgdos (Horstman et al. 2014; Yang
et al. 2014). Analises funcionais de BBM indicaram que esse gene ativa rotas de

transducdo de sinais levando a induc¢do do desenvolvimento do embrido a partir da

18



diferenciagdo de células somadticas (Boutillier et al. 2002). A expressio do BBM
provocou a formacgdo espontanea (sem a adigdo de reguladores de crescimento) de calos
embriogénicos e embrides somaticos em Arabidospis, Brassica napus e Glycine max
(Boutillier et al. 2002; El Ouakfaoui et al. 2010). Em Coffea arabica o CaBBM pode ser
utilizado como marcador molecular do processo de embriogénese in vitro e pode ser um
bom pardmetro para avaliar a aquisicdo da capacidade embriogénica de tecidos em
diferenciacdo (Silva et al. 2014). Técnicas de hibridizagao in sifu permitem acompanhar
a localizagdo espacial e temporal dos genes SERK e BBM nos tecidos durante a
formag@o e desenvolvimento de embrides somaticos.

Passiflora cincinnata Masters, conhecida popularmente como ‘maracuja-do-
mato’, tem sido utilizada como planta modelo para estudos morfogénicos in vitro, e
demonstra relevante potencial de ser explorada em aspectos celulares envolvidos na
aquisi¢do de pluripoténcia em sistemas organogénicos com elevadas frequéncias de
brotagoes (Lombardi et al. 2007; Dias et al. 2009; Silva et al. 2011) ou totipoténcia
celular e ¢ uma das poucas espécies do género em que a embriogénese somatica foi
descrita (Reis et al. 2007; Silva et al. 2009; Paim-Pinto et al. 2010; Rocha et al. 2012)

Considerando a importancia da espécie-alvo do presente trabalho, sua elevada
responsividade para a embriogénese somatica (Silva et al. 2009; Paim-Pinto et al. 2011;
Rocha et al. 2012) e a inexisténcia de trabalhos envolvendo aspectos moleculares dessa
importante via morfogénica em Passifloraceae, objetivou-se isolar e caracterizar os
genes SERK e BBM em culturas embriogénicas de P. cincinnata, bem como, averiguar o

padrio de expressdo desses genes ao longo do processo de indugdo embriogénica.

2. MATERIAL E METODOS
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2.1. Material vegetal para inducio de embriogénese somatica

As sementes de Passiflora cincinnata Mast. foram obtidas a partir de frutos
colhidos no pomar de polinizagio aberta do Departamento de Fitotecnia da
Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, MG. Foram utilizadas culturas embriogénicas
de Passiflora cincinnata na etapa de indugdo (MI) e maturagdo (MM). Durante a etapa
de indugdo embrides zigdticos foram expostos ao meio MS acrescido de 2,4-D (18,1
uM) e BA (4,5 uM) sob condicdo de escuro. Na etapa de maturagdo as culturas foram
submetidas ao meio MS acrescido de carvao ativado e livre de fitorreguladores, segundo

protocolo de embriogénese somatica descrito por Silva et al. (2009).

2.2. Coleta de amostras
Foram coletadas amostras para extragdes de RNA, analises de hibridizacao in
situ e histoldgicas com 0, 10, 20 e 30 dias no MI e amostras com 5 e 40 dias no MM. As
amostras coletadas tanto para extragdo de RNA quanto para hibridizagdo in situ estavam

1sentas de RNAses.

2.3. Extracao de RNA

O RNA total foi extraido a partir de culturas embriogénicas com 20 dias em
meio de inducdo, utilizando o Tris-Reagent® (Sigma), de acordo as instrugdes do
fabricante. Aproximadamente 500 mg da amostra foi macerada em nitrogénio liquido,
com o auxilio de gral e pistilo (livre de RNAses), e em seguida, transferida para tubo
Eppendort® com volume de 1,5 mL contendo 500 pL de Tris-Reagent® e 50 pL da
mistura de cloroférmio e alcool isoamilico (24:1, v/v). Homogeneizou-se em vortex,
durante 30 segundos, seguido de incubacdo em gelo por cinco minutos e centrifugacdo a

12.000 rpm por 20 minutos a 4 °C. Apds a centrifugacdo, a fase aquosa (sobrenadante)
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foi recolhida para um tubo tipo Eppendorf® novo, e adicionou-se o mesmo volume de
isopropanol para a precipitacio do RNA durante uma hora a -20 °C. Apds a
centrifugacdo os pellets foram lavados em 1000 pL de etanol 70 % (livre de RNAses) e
centrifugados por 10 minutos a 12.000 rpm a 4 °C; o sobrenadante foi descartado e os
tubos mantidos em capela de fluxo laminar, para retirada do excesso de etanol e
secagem. Logo apos, o RNA foi ressuspendido em 30 pL de agua tratada com Dietil
pirocarbonato (DEPC, Sigma) e mantido a -20 °C.

A quantificagdo do RNA foi realizada em NanoDrop ND-1000 (NanoDrop
Technologies™) com absorvancia de 260 nm ¢ a integridade das amostras de RNA foi

verificada por eletroforese em gel de agarose 1,2 % (RNAse free).

2.4. Sintese de cDNA fita simples (Superscript I1 — InvitrogenTM)

Para sintese do cDNA fita simples utilizou-se 3 pg de RNA total e 500 ng de
oligo d(T) (Promega, USA) em um volume final de 12 uL. em agua DEPC. A mistura
foi aquecida a 65 °C para desnaturacdo por cinco minutos e, em seguida colocada no
gelo por dois minutos. Foram entdo adicionados 4 pL. de tampao de sintese da primeira
fita de DNA, 1 uL da mistura de dNTPs (10 mM cada), 2 pLL. de DTT e 1 uL (200 U) da
enzima transcriptase reversa (SuperScript'™  First-Strand ~ Synthesis ~ System,
Invitrogen™). A reagdo de sintese ocorreu em um ciclo de 42 °C durante 50 minutos
seguidos de 15 minutos a 70 °C para inativagdo da enzima no termociclador (Biocycler

M1J25). O cDNA foi armazenado a -20 °C, até o momento do uso.
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2.5. Amplificacdo e clonagem da sequéncia codificadora de genes da familia
SERK e BBM

O cDNA obtido a partir do RNA total de calos embriogénicos foi utilizado
como molde para a amplificagdo da sequéncia codificadora de SERK ¢ BBM em P.
cincinnata. Para amplificacdo de genes da familia SERK foram utilizados iniciadores
degenerados desenhados a partir de sequéncias presentes em regides altamente
conservadas nas combinagdes S1-S3, S1-S5 e S2-S5 (Baudino et al. 2001) (Tabela 1;
Figura 1).

Para amplificacdo de genes da familia BBM, iniciadores degenerados foram
previamente desenhados a partir de sequéncias de BBM pertencentes a superfamilia de
fatores de transcricdo AP2/ERF (ethylene-responsive transcription fator) de diferentes
espécies disponiveis no banco de dados do Centro Nacional de informagdes em

Biotecnologia (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Os iniciadores foram desenhados

em regiodes conservadas do gene que codificam parte do dominio funcional AP2 das
espécies Arabidopsis thaliana (NM121749.2), Arabidopsis lyrata (XM002873782.1),
Brassica napus (AF317904.1), Medicago truncatula (AY899909.1), Glycine max
(XM006590107.1), Brachypodium distachyon (XMO010931856.1) e Zea mays
(XMO008682526.1).

A reagdo de PCR ocorreu em um volume final 50 pL contendo 2 pL de cDNA,
5 uL de tampédo 10 X, 1 uL. de dNTPs, 2 uL. de MgSO4 (50mM), 1 uL de cada iniciador
e 0,2 uL de Taq DNA polimerase (Platinum Taq DNA Polimerase High Fidelity -
Invitrogen™™@). A reagdo no termociclador (Bio-Rad C1000 Touch™ Thermal Cycler)
foi programada da seguinte forma: desnaturacdo a 94 °C por cinco minutos, seguido de
35 ciclos a 94 °C (1 minuto), 50 °C (1 minuto), 68 °C (1 minuto) ¢ uma extensao final a

68 °C por cinco minutos.
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Os produtos da amplificagdo dos genes SERK ¢ BBM foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 1,0 %. Os fragmentos amplificados foram purificados do
gel com o Kit Wizard® SV Gel and PCR clean up (Promega®), de acordo com as
instrucoes do fabricante.

Apoés a purificagdo, os fragmentos foram ligados no vetor pGEM®-T Easy
Vector Systems (Promega®), na proporcao de 3:1 de inserto:vetor, com a enzima T4
DNA ligase (Promega®), de acordo recomendagdes do fabricante. Os plasmideos
obtidos foram introduzidos em Escherichia coli (DH 5a), por choque térmico. Para
transformagdo foram utilizados 5 ulL da ligagdo (inserto) e 100 uL de células
ultracompetentes DH5a, (1 x 108). Ap6s incubagdo a 37 °C por 1 hora, as células foram
plaqueadas em meio seletivo LB (Sambrook e Russel 2001) solido contendo 100 pg
mL" de ampicilina, 20 pg mL™" de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-p-d-galactopiranosideo
(X-Gal) e 0,1 mM de isopropril-beta-D (IPTG) e mantidas a 37 °C, por
aproximadamente 14 horas. Para confirmag@o da presenca do inserto no vetor, o DNA
plasmidial das colonias brancas foi clivado com a enzima de restrigdo EcoRI e os

fragmentos separados por eletroforese em gel de agarose 1,0 %.

2.6. Caracterizacio e analise de sequéncias dos genes SERK e BBM em P.
cincinnata
Clones selecionados pela andlise de restricdo foram sequenciados nos sentidos
senso e antisenso, com os iniciadores universais M13. O sequenciamento foi realizado
pela empresa Macrogen, localizada na Coreia do Sul.
A andlise dos cromatogramas e a montagem das sequéncias consensus foi

realizada no programa CodonCode™ Aligner-software (Li-COR, Inc., MA, USA ).
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As sequéncias consensus obtidas foram comparadas com as sequéncias ja
existentes no banco de dados do NCBI, utilizando-se os algoritmos Blastn (Altschul et
al. 1997). O programa ORF Finder (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/) foi
utilizado para identificagdo da fase de leitura e predi¢cdo das proteinas. As sequéncias
de nucleotideos e aminoacidos foram alinhadas com sequéncias homologas das
proteinas SERK e BBM disponiveis no banco de dados do NCBI que apresentaram

maior identidade com as de P. cincinnata, para identificacdo dos dominios conservados.

2.7. Analise filogenética
O relacionamento filogenético das sequéncias de SERK e BBM de P.
cincinnata com as de outras espécies foi inferido, mediante andlises de arvores
filogenéticas. Para confeccdo das arvores ndo enraizadas utilizou-se o programa
MUSCLE (Edgar 2004) implementado no MEGA versdo 6.0 (Tamura et al. 2011)

disponivel em http://www.megasoftware.net/mega6, e utilizado o método de distancia

Neighbor-Joining (NJ) (Saitou e Nei 1987), com modelo de substituigdo JTT (Jones et
al. 1992) e distribuicdo Gamma. A confiabilidade de cada ramo foi estimada via

Bootstrap (Felsenstein 1985) para 1000 repeticdes.

2.8. Caracterizacdo do padriao de expressio temporal e espacial dos genes

SERK e BBM de P.cincinnata por hibridizacao in situ

2.8.1. Coleta do material
Foram coletadas amostras com 0, 10, 20, 30 dias em meio de indugédo ¢ 5 ¢ 40
dias em meio de maturacdo e imediatamente imersas em solucdo fixadora
(paraformaldeido 4 % em agua tratada com DEPC autoclavada e pH 7,5). As amostras

foram submetidas a vacuo durante 1 hora, a temperatura ambiente. Em seguida, a
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solucdo fixadora foi substituida por uma nova e as amostras foram mantidas 16 horas a
4°C.

Depois, as amostras foram desidratadas em série etilica (30, 50, 70, 80, 90, 95 ¢
100 %), por 1 hora cada. As amostras foram infiltradas em parafina histologica
(Parafina Histosec®, Merck), sendo submetidas a séries crescentes de etanol: xilol nas
proporgdes 3:1; 1:1; 1:3 v/v e xilol puro (duas trocas), em que cada etapa teve duracdo
minima de 4 horas. Durante a etapa do xilol puro, as amostras foram mantidas em estufa
a 60 °C. Apods a substituicdo completa do xilol pela parafina, as amostras foram
emblocadas com parafina nova em moldes de papel e, apos a completa polimerizagio,
foram fixadas em suportes de madeira e estocadas a 4 °C.

Foram realizadas sec¢des de 4 pm em micrétomo rotativo (modelo CUT 4055,
Olympus America Inc.) e colocadas em banho-maria contendo agua tratada com DEPC,
aquecida a 42 °C, para distender as secgdes, sendo depois dispostas em laminas
histologicas Fisherbrand® (Fisher Scientific), e livre de RNAses. Em seguida, as laminas
foram secas em temperatura ambiente e armazenadas a 4 °C até momento de uso. Antes
da hibridizacao, a parafina foi removida com lavagens em xilol 100 %, xilol:etanol (1:1,

v/v), etanol puro, duas vezes de cinco minutos cada.

2.8.2. Construcao de sondas sense e antisense
Dois clones contendo as sequéncias parciais dos genes SERK ¢ BBM de P.
cincinnata foram selecionados conforme a orientagdo correta 5°- 3’ dos insertos no
vetor, e utilizados como molde para a amplificacdo de fragmentos génicos flanqueados
pelos promotores T7 e SP6. Reacdes de PCR foram feitas a partir de 10 ng do DNA
plasmidial com os primers T7 (senso) e SP6 (antisenso), utilizando as mesmas

condicdes de PCR mencionadas anteriormente. Os produtos de PCR foram purificados
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com fenol/cloroférmio 1:1 e em seguida em cloroféormio puro para total remogdo do
fenol residual. A precipitacdo do DNA foi obtida com acetato de sodio 3M (1/10
volumes) e 2 volumes de etanol absoluto. Os fragmentos purificados foram
quantificados em Nanodrop e também analisados em gel de agarose 1,0% utilizando-se
o marcador de peso molecular Low DNA Mass Ladder (Invitrogen™).

Sondas sense e antisense do gene SERK foram construidas utilizando como
molde o fragmento de 557 pb de uma regido conservada que codifica desde o dominio
LRR, o dominio SPP, o qual ¢ especifico de SERK, e ausente nas demais proteinas LRR
quinases, o dominio transmembrana e parte do dominio quinase (primer S5-S2). Para o
gene BBM utilizou-se como molde um fragmento de 288 pb de uma regido conservada
que codifica o dominio AP2.

As sondas de RNA marcadas com digoxigenina conjugada (DIG-UTP) foram
sintetizadas por transcricdo in vitro com 1 pg dos fragmentos purificados utilizando-se
para tanto o DIG RNA Labeling Kit (SP6/T7), segundo recomendacdes do fabricante
(Roche Applied Science). As concentragdes das sondas foram verificadas por gel de
agarose 1,2% utilizando-se 100 e 200 ng do controle positivo de RNA marcado do

mesmo Kit e a marcacdo confirmada por ‘dot blot’. A sonda sense (T7) foi utilizada

como controle negativo da reagdo para a hibridizagao in situ.

2.8.3. Hibridizacao in situ
Para a etapa de hibridizagdo uma aliquota de 60 ng de tRNA de levedura
(Gibco BRL®) e 60 ng de sonda foram desnaturados a 80 °C por 5 minutos e
adicionados a 100 pL de tampao de hibridizagdo (Tris-HCI 10 mM pH 7,5 NaCl 300
mM, formamida 50 %, EDTA 1 mM pH 8,0; solucdo de Denhardt 1X). Em seguida,

100 pL do mix de hibridizacdo foram colocados sobre os cortes em cada ldmina e
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cobertas com Parafilm®. As laminas foram incubadas em cAmara Gimida, a 42 °C, no
escuro, por um periodo de 16 horas.

Ap6s a hibridizacdo, as ldminas foram lavadas em solugcdo SSC 4X, 2X, 1X e
0,5X (solugao SSC 20X = NaCl 3 M, Nas-citrato 0,3 M, pH 7,2), cada solugdo por 30
minutos. Em seguida mantidas por 5 minutos em tampao de detecgdo 1 (0,1 M de Tris
HCl - pH 7,5; 0,15 M de NaCl) e incubadas por 30 minutos em tampdo de
bloqueamento (BSA 2 %). As laminas foram novamente lavadas em tampao de
detecgdo 1, por 5 minutos, ¢ incubadas durante 1 hora com anticorpo Anti-Digoxigenine
AP Fab Fragments (Roche®) diluido 1:1.000 em tampdo de detecgdo 1. Procederam-se
duas lavagens, de 15 minutos cada, em tampdo de deteccdo 1 e uma lavagem de 5
minutos em tampao de detec¢do 3 (0,1 M de Tris HCI - pH 7,5; 0,1 M de NaCl; 0,05 M
de MgCl,, pH 9,0). As secgdes, entdo, foram incubadas em solucdo de coloragdo
contendo 4,5 pL. de BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato) (0,05 g mL'l) e4,5 uL de
NBT (nitroblue tetrazolio) (0,05 g mL") em 1 mL de tampao 3 por 1 hora, no escuro.
Para cessar a reagdo, as seccdes foram incubadas no tampao de deteccdo 4 (0,01 M de
Tris HCI - pH 8,0; 1 mM EDTA) por 10 minutos, seguidas por duas lavagens em agua
ultrapura autoclavada por 5 minutos e realizada a captura de imagens.

A andlise e registro das imagens foram realizados em microscopio de luz
(modelo AX70 TRF, Olympus Optical) com sistema U-Photo, acoplado a camera
fotografica digital (modelo Spot Insightcolour 3.2.0, Diagnostic Instruments Inc.) e

microcomputador com o programa de captura de imagens Spot Basic.

2.8.4. Caracterizaciao anatomica
Foram coletados e fixados em solucdo de Karnovsky (Karnovsky 1965) por 16

horas embrides com 0, 10, 20 ¢ 30 dias em MI e¢ com 5 ¢ 40 dias em MM.
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Posteriormente, foram desidratados em série etilica crescente e incluidos em resina
metacrilato (Historesina, Leica”). Os blocos foram seccionados com auxilio de
microtomo rotativo de avango automatico (RM 2155 - Leica), e os cortes, de Spum de
espessura, foram aderidos em laminas histologicas e corados com azul de toluidina (O'
Brien and McCully 1981), com pH 4,4. Apos a secagem, as laminas foram montadas em
resina sintética Permount. A captura de imagens foi realizada utilizando
fotomicroscopio (AX70 TRF, Olympus Optical) equipado com o sistema U-Photo,
acoplado a camera fotografica digital (modelo Spot Insightcolour 3.2.0, Diagnostic
Instruments Inc.) e microcomputador com o programa de captura de imagens Spot

Basic.

3. RESULTADOS

3.1. Isolamento e andlise da provaivel sequéncia codificadora de SERK e BBM em
P. cincinnata

Para o gene SERK todas as combinag¢des utilizadas dos iniciadores degenerados
amplificaram fragmentos de tamanhos previstos. Como esperado as combinagdes S1-S3
e S1-S5 amplificaram os maiores fragmentos de aproximadamente 1,3 e 0,9 Kb,
respectivamente. A combinacdo S2-S5 gerou um fragmento menor com 557 pb. No
total foram sequenciados 50 clones pertencentes a todas as combinagdes dos iniciadores
degenerados. Para a continuidade das analises optou-se por trabalhar com sequéncias
maiores oriundas da combinagdo S1-S3. Apos a analise e alinhamento das sequéncias de
12 clones foram gerados dois contigs: Pc contigl, com 1224 pb, e o Pc contig2, com

1185 pb.
Quanto ao gene BBM, os iniciadores degenerados desenhados a partir de

sequéncias correspondentes a esse gene, disponiveis no NCBI, permitiram a
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amplificacdo de dois fragmentos de tamanhos esperados. A analise das sequéncias de 5
clones de cada combinagdo gerou um contig com cerca de 308 pb.

As séries de nucleotideos dos contigs gerados foram comparadas as sequéncias
nucleotidicas depositadas no banco de dados ndo redundante do NCBI, utilizando a
ferramenta Blastn. Em relagdo a SERK, os Pc contigs] e 2 foram comparados entre si
usando o algoritmo Blast2 no NCBI, e apresentaram 77% de identidade. O alinhamento
entre os contigs demonstrou a presenca de diversas substituicdes de bases do Pc contig2
em relagdo ao 1 além da presenga de gaps (3%), diferenciando as duas sequéncias.
Ambos os contigs, quando analisados pelo Blastn, apresentaram identidade com
sequéncias descritas como membros da familia SERK de outras espécies disponiveis no
GenBank. O Pc contigl apresentou alta identidade, entre 77 e 88% (E-value 0,0), com
sequéncias anotadas como SERKI! e SERK2 de outras espécies. J& o Pc contig 2
apresentou identidade entre 77 e 84% (E-value 0,0) com SERK3/BAKI e outras
proteinas hipotéticas ndo nomeadas de outras espécies (Tabela 2).

No que concerne a BBM, o contig analisado também apresentou elevada
identidade (83 a 85%, com E-value proximos de 0,0) com sequéncias descritas como
BBM1 e BMM?2 (Tabela 3) de diferentes espécies vegetais, assim como de outros fatores
de transcricdo da familia AP2 como Aintegumental (ANT1) e Plethora 2 (PLT2). Dos
100 hits alinhados com o contig na andlise do Blastn, 47 foram para BBM, 13 para
ANT, 10 para PLT e 26 sequéncias eram hipotéticas ndo nomeadas.

Os contigs relacionados a SERK apresentaram ORFs (Open Reading Frame)
de tamanhos proximos: o Pc contigl, com 382, e o Pc contig 2, com 355 aminoacidos.
O alinhamento das sequéncias deduzidas de aminoacidos das ORFs pelo Blast2 revelou
84% de similaridade. A comparagdo dessas sequéncias com o banco de proteinas ndo

redundantes do NCBI, pelo Blastp e Blastx, demonstrou similaridade de ambos os
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contigs com proteinas preditas pertencentes a familia SERK. Para o Pc contigl foi
observada similaridade entre 82 e 98% (E-value 0,0) com SERKI1 e SERK2 de outras
espécies. O Pc contig2, por sua vez, apresentou maior similaridade (78 a 89%, E-value
0,0) com sequéncias relacionadas a SERK3/BAKI1.

O multiplo alinhamento das sequéncias de aminoacidos deduzidas dos contigs
com Arabidopsis thaliana, Solanum tuberosum e Theobroma cacao revelou a presenca
de dominios estruturais caracteristicos dos membros da familia SERK. As sequéncias
parciais de aminodcidos dos Pc contigsl e 2 exibem parte do dominio extracelular,
tendo inicio nos motivos ricos em leucina (Leucine rich region), LRR1 estendendo-se
ao LRRS5, ao dominio SPP (regido rica em prolina), a regido transmembrana e parte do
dominio quinase (Figura 3). Além disso, pode-se observar maior similaridade do Pc
contigl com SERKI1 e 2, ¢ maior semelhanga do Pc contig2 com SERK3/BAKI,
evidenciada principalmente pela presenca de um gap observado na posicdo 212,
localizado na regido rica em prolina (SPP).

O contig relacionado a BBM apresentou uma ORF de 84 aminoacidos, e
elevada similaridade com o dominio funcional caracteristico dos fatores de transcricdo
da familia 4P2. Resultados do Blastp e Bastx com o banco de proteinas ndo redundantes
do NCBI indicaram similaridade acima de 90% (90 a 95%) com sequéncias descritas
como BBM1 e BBM2 de outras espécies, além de AIL e PLT (86-89% de similaridade).
Dos 100 hits encontrados pelo Blastp, 39 pertenciam a BBM, 25 a AIL e 17 proteinas
preditas ndo nomeadas. Os melhores valores de E-value foram encontrados para BBM.

A série de aminoacidos predita foi alinhada com sequéncias de outras espécies
como Arabidopsis thaliana, Malus domestica, Glycine max, Populus euprhatica e
Solanum lycopersicum encontradas no GenBank. Esse alinhamento confirmou a

presenga do dominio AP2-Like caracteristico dos membros desta familia (Figura 4).
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3.2. Andalise Filogenética

Para inferir as relacdes filogenéticas dos Pc contigl e 2 relacionados as
proteinas SERK, foram consideradas as sequéncias compreendidas entre a regido LRR1
até o dominio quinase de proteinas da familia SERK. No caso da proteina BBM, o
fragmento obtido foi pequeno e as sequéncias das proteinas usadas na construcido da
arvore foram baseadas na regido conservada AP2-Like de BBM e de outros membros da
familia como PLT e AIL.

Foi observada a composicao de diferentes grupos bem sustentados, pela analise
filogenética, tanto para SERK como para BBM, indicado pelo teste de Bootstrap
(Figuras 5 e 6). Para analise da proteina SERK observaram-se dois grupos distintos. O
Pc contigl agrupou especialmente com SERK1 e SERK?2 de diversas espécies, estando
mais proximo de Ricinus communis, Carica papaya, Populus euphratica e Vitis vinifera
(Figura 5). Por sua vez, o Pc contig2 agrupou-se com um segundo grupo formado por
SERK3/BAKI1 de outras espécies. Entre as espécies agrupadas mais proximas estio
Vitis vinifera, Populus euphratica e Citrus sinensis (Figura 5).

Quanto a proteina BBM constatou-se dois grupos formados, um composto por
BBMI1 e 2 e o outro pelos demais fatores de transcricdo dessa familia, como
AINTEGUMENTA e PLETHORALI e 2. O contig isolado em P. cincinnata ficou mais

proximo de BBM2-Like de Glycine max e BBM de Cicer arietinum (Figura 6).

3.3. Analise estrutural e caracterizagdo do padrdo de expressdo de BBM e SERK
por hibridizagdo in situ

Embrides zigéticos de P. cincinnata (Figura 7A), utilizados como explante,

apresentaram cotilédones com superficie regular e nenhuma alteracdo morfologica até

cinco dias em meio de inducdo. Foi ainda observado protoderme bem definida e

31



procdmbio sem alteracdes (Figura 7B). A fim de promover a caracterizagdo da
expressao dos genes BBM e SERK em culturas embriogénicas de P. cincinnata ao longo
do processo de indugdo, no explante inicial foi observado sinal caracteristico da
presenga de transcritos dos genes BBM (Figura 7C) e SERK (Figura 7D) quando
tratados com a sonda antisense.

Aos 10 dias apos a inducdo, o processo de formacdo de embrides somaticos
iniciou-se preferencialmente na regido abaxial dos cotilédones (Figura 7E). Os embrides
zigoticos apresentaram intumescimento uniforme e sucessivas divisdes na protoderme,
no sentido anticlinal, levando a sua expansdo e adquirindo formato colunar.
Adicionalmente, constataram-se divisdes periclinais, caracterizando assim a formacao
de protuberancias (Figura 7F). Verificou-se sinal positivo para os tecidos tratados com
sondas antisense dos genes BBM e SERK (Figura 7G e H, respectivamente). Notou-se
que a expressdo do gene SERK estava mais intensificada nesse estadio quando
comparado ao BBM.

Apobs 20 dias em meio de inducdo houve intensa formagdo de zonas pro-
embriogénicas, que recobriram praticamente toda superficie do embrido zigodtico,
provenientes da desdiferenciagcdo das protuberdncias formadas (Figura 7N). Observou-
se ainda que, a desdiferenciacdo das zonas pro-embriogénicas em embrides somaticos
foi gradual e assincronica (Figura 71). Nenhuma resposta positiva foi verificada em
zonas pré-embriogénicas quando submetidas ao teste com a sonda sense de BBM apoés
20 dias em meio de indugdo (Figura 7J). No entanto, nesse mesmo estadio de
desenvolvimento, quando tratados com a sonda antisense para SERK, houve reacdo
positiva, ainda que, com um sinal menos intenso comparativamente aos estadios

anteriores (Figuras 7K e L, respectivamente).
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Embrides somaticos em estadios tardios do desenvolvimento foram observados
apos 30 dias em meio de inducdo (Figura 7M), assim como a presenga de clusters
embriogénicos evidenciando caracteristicas meristematicas (Figura 7N). Nao foi
observada expressdo do gene BBM quando utilizado a sonda sense aos 30 dias (Figura
70). Embrides somaticos no estadio globular foram fortemente marcados pelo gene
SERK aos 30 dias de cultivo em meio de indugdo (Figura 7P).

As culturas embriogénicas foram transferidas para o meio de maturagdo e, apos
5 dias nessa condi¢do, observou-se a presenca de varios embrides somaticos em
diferentes estadios de desenvolvimento (Figura 8A). Aos 40 dias em meio de maturagdo
constatou-se a presenga de embrides somaticos nos estadios cordiforme, torpedo e
cotiledonar, esses bastante desenvolvidos (Figura 8B). Constatou-se a presenca de
compostos fendlicos dispostos em corddo por toda extensdo do explante (Figura 8C).

Ap6s 5 dias em meio de maturacdo, foram observados transcritos do gene BBM
(Figura 8E) com sinal fraco. Contrariamente, o SERK (Figura 8G) apresentou sinal
acentuado, especialmente em embrides globulares. Aos 40 dias em meio de maturagdo
constatou-se a expressao do gene BBM (Figura 8D e F) e SERK (Figura 8H) apenas em
embrides cotiledonares, em que o sinal cobriu todo embrido, sendo mais intensificado,
assemelhando-se ao padrdo de expressdo observado em embrides zigoticos (Figura 7C e

D).

4. DISCUSSAO

Em continuidade aos trabalhos pioneiros em embriogénese somadtica de
Passiflora desenvolvidos por nosso grupo (Silva et al. 2009; Paim-Pinto et al. 2010;

Rocha et al. 2012; Otoni et al. 2013) buscou-se, no presente trabalho, conhecimento
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adicional sobre os padrdes de expressdo dos genes SERK ¢ BBM durante a formagdo de
embrides somaticos nessa espécie.

Observou-se a formagdo de protuberancias, a partir da desdiferenciacdo das
células da epiderme e parenquimaticas, que culminou no desenvolvimento de embrides
somaticos de forma gradual, porém assincronicamente. Estas observacdes corroboram
Rocha et al. (2012) e Rocha et al. (2015) os quais descreveram que em P. cincinnata e
em P. edulis, respectivamente, o padrao multicelular observado durante a formagdo dos
embrides somaticos se deve a desdiferenciacdo das células periféricas das
protuberancias e a rediferenciagdo em grupos de células individualizadas (zonas pro-
embriogénicas).

Os mecanismos que levam a formacdo de embrides somaticos sdo complexos,
mas comum em diversas espécies. Durante a fase de transi¢do de somatica para
embriogénica, as células devem se desdiferenciar, ativar o ciclo de divisdo celular e
reorganizar os padrdes fisiologicos, metabolismo e expressdo génica. O gene SERK ¢
necessario para aquisi¢do de totipoténcia e formacdo de células embriogénicas
(Namasivayam 2007).

Zhang et al. (2011) avaliaram a relag@o entre a embriogénese somatica (ES) e a
expressdo de varios genes SERK em milho. Observou-se que o 2,4-D aumenta a
atividade dos transcritos de ZmSERK e promove a ES; em contrapartida, a citocinina
(BA) inibe a ES e reduz a expressdo do ZmSERKI e ZmSERK?2, entretanto, eleva
significativamente a expressdo do ZmSERK3. Os autores inferem que os genes
ZmSERK] e 2 parecem desempenhar importante papel na manutencdo da embriogénese,
enquanto o ZmSERK3 configura um papel duplo na embriogénese por modulagdo dos

seus niveis de expressdo (Zhang et al. 2011). Observacdes contrastantes foram vistas no
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presente estudo, uma vez que a associagdo de 2,4-D e BA levou a formagdo de embrides
somaticos, nos quais foi constatada a presencga de transcritos dos genes SERK ¢ BBM.

E importante salientar que a indugio de ES e a expressio do gene SERK foram
observadas em cenoura (Daucus carota) e Arabidopsis em meio de cultivo adicionado
de auxinas (Schmidt et al. 1997; Hecht et al. 2001), ao passo que em Theobroma cacao
e Medicago truncatula tal indugdo e a presenca de transcritos de SERK foram
observadas em meio mediante a combinagao de auxinas ¢ citocininas (Nolan et al. 2003;
Santos et al. 2005). Esses resultados estdo em conformidade com o observado em P.

cincinnata.

4.1. Isolamento de possiveis homologos de SERK e BBM durante a ES em P.
cincinnata

Em P. cincinnata duas sequéncias parciais relacionadas a proteina SERK

foram isoladas nesse trabalho a partir do cDNA de calos embriogénicos, utilizando-se

primers degenerados. O alinhamento das sequéncias de 12 clones da combinagdo S1-S3

gerou o Pc contigl com 1224 pb e Pc contig2 de 1185 pb. As analises de Blastn e

Blastp revelaram alta identidade e similaridade, respectivamente, desses contigs com

membros da familia SERK. Interessantemente, o Pc contigl apresentou semelhangas

com sequéncias anotadas como SERKI e SERK2 de outras espécies disponiveis no

banco de dados ndo-redundante do NCBI. Por outro lado, o Pc contig2 demonstrou
maior proximidade com sequéncias descritas como SERK3/BAKI.

Savona et al. (2012) relataram em Cyclamen persicum que os genes SERKI ¢

SERK?2 sdo apontados como marcadores de pluripoténcia, e a alta expressao desses

genes em células meristematicas mantém as condi¢des de pluripoténcia levando-as a

totipoténcia e, consequentemente, & embriogénese somatica. Em Triticum aestivum, a
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embriogénese somatica também foi correlacionada a alta expressdo do SERKI e SERK?2
¢ aumentada pela adi¢do de auxina (Singla et al. 2008). Ja em arroz (Oryza sativa), o
OsSERK esta envolvido na sinalizagdo de fitohormdnios e sua expressdo ectopica €
mediada pela transdug@o de sinais de defesa. O OsSERK?2, por sua vez, foi expresso em
todos os 6rgaos com niveis essencialmente similares (Hu et al. 2005; Ito et al. 2005).

A proteina SERK3 (também denominada BAKI1-BRASSINOESTEROID
INSENSITIVE (BRI1)- ASSOCIATED KINASEI) ¢ um co-receptor de BRII e tem sido
mostrada por estar envolvida na imunidade de plantas de Arabidopsis, tomate e arroz,
através de interagcdes com FLS2 (flagellin sensing 2) e outros (Du et al. 2012; Bojar et
al. 2014). A presenca de BRIl esta relacionada a mecanismos de sinalizagdo via
brassinoesteroides (BR) que controlam a resisténcia a patogenos (Karlova et al. 20006).
Segundo Russinova et al. (2004) e Albrecth et al. (2008) em Arabidospsis, a fungio
imunologica de SERK3 ¢ dependente de brassinoesteroides exdgenos e parcialmente
redundante com SERK1. Trabalhos com mutantes apontaram que a superexpressdo do
SERKI resultou no aumento da formacdo de células embriogénicas em resposta a
auxinas (Russinova et al. 2004).

Diversos trabalhos tém sido desenvolvidos para desvendar o papel de SERK]I,
2, e 3 e suas implicagdes durante a embriogénese somatica (Singla et al. 2008).
Sabendo-se que SERK! e SERK3 funcionam como sinalizador dos brassinoesteroides,
estudos com alelos mutantes de Arabidopsis, averiguaram se a sinalizacdo de BR
influencia no grau de competéncia embriogénica. Os resultados sugerem que a func¢do
de sinalizagdo por BR ¢ requerida para aquisi¢cdo de competéncia embriogénica induzida
por 2,4-D em explantes de Arabidopsis. Visto que, ambos SERK] e a sinalizagdo por
BRs foram essenciais para aquisicdo de competéncia embriogénica em cultura. Além

disso, SERK funcionando como co-receptor de BRIl mediado por sinalizagdo similar
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de brassinoesteroides ao SERK3/BAKI tornou-se interessante para determinar como
outros mutantes da rota de BR se comportam (Kwaaitaal e deVries 2007).

Trabalhos desenvolvidos com Zea mays mostraram que a atividade de
transcrigdo de ZmSERK3 em células embriogénicas aumentou durante a segunda
semana em meio de inducdo de embriogé€nese, apontando que os niveis de expressdo
aumentaram cerca de 10% quando comparado ao controle (Zhang et al. 2011). Esses
dados constatam a participacdo de SERK3 durante a embriogénese somatica, bem como
observado em P. cincinnata.

O maultiplo alinhamento das sequéncias nos permitiu observar diferencas
pontuais de substituicdes de aminoacidos e a presenca de delegdes ou inser¢des
representadas por gaps, sendo conservadas entre os diferentes membros da familia
SERK. Esses resultados foram confirmados também pela analise filogenética, na qual
constatou-se dois grupos distintos, um deles formado por membros de SERKI e
SERK2, e o outro por SERK3/BAK1, SERK4 e SERKS.

A presenca de gaps, predominantemente na regido do dominio SPP,
observados entre o Pc contig 2 e as sequéncias de espécies descritas no banco de dados
como SERK3/BAK1, SERK4 e SERKS, e ainda, a auséncia desse gap entre o Pc contig
1 e as sequéncias descritas como SERKI1 e SERK2 nos levam a sugerir que em P.
cincinnata foram clonados dois genes distintos, com diferengas pontuais. Indicios
apontam se tratar do SERK1 ou SERK2 e o SERK3, tendo em vista que a regido que
compreende o gap entre o Pc contig2 e o SERK3 sdo correspondentes, enquanto que,
SERK4 ¢ SERKS apresentam um tamanho maior de delecdes ou insergdes na regido do
gap. Nossos dados estdo de acordo ao observado em Vitis vinifera, a qual apresenta um
gap na regido SPP do VVSERK3 e este ndo ¢ averiguado no VvSERKI e VwSERK?2 dessa

espécie (Schellenbaum et al. 2008). Diferentemente, Sakamoto et al. (2012) observaram
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que em tomate o SERK3/BAKI1, SERK4 e SERKS apresentam gaps de tamanhos
similares.

A topologia da arvore filogenética gerada apresentou grupos bem sustentados
para os membros da familia SERK. O Pc contigl agrupou-se com representantes de
SERK1 e SERK2, a medida que, o Pc contig2 aproximou-se de ramos com
SERK3/BAKI. Esses dados asseguram a presenga de dois membros distintos da familia
SERK expressos durante a embriogénese somatica em P. cincinnata.

Por se tratar de sequéncias parciais e em funcdo da alta similaridade entre
membros da familia SERK ndo foi possivel nomear os contigs. Entretanto, as analises
de Blast e estudos filogenéticos indicaram que o Pc contigl apresentou alta proximidade
com SERKI e 2, ao passo que , o Pc contig2 aproximou-se mais a SERK3/BAKI. Esses
resultados sugerem que nossas sequéncias podem ser possiveis ortologos de SERK1 ou
2 e de SERK3/BAKI.

Com relacdo a proteina BBM, os resultados de Blastn e Blastp indicaram alta
similaridade com sequéncias descritas como BBM1 ¢ BBM2 de outras espécies, e
menor semelhanca com AIL e PLT. Os genes BBM, ANT e PLT estdo presentes na
subfamilia AIL, que estd contida na familia AP2 (Horstman et al. 2014). Varios genes
de AIL sdo expressos em diferentes tecidos e estadios de desenvolvimento do ciclo de
vida das plantas, o AtBBM ¢ expresso durante a embriogénese somatica (Boutillier et al.
2002), o ANT apresenta expressdo durante o desenvolvimento floral (Elliott et al. 1996)
¢ ambos PLTI e PLT2 sdo observados durante o desenvolvimento das raizes (Aida et al.
2004 ). Esses dados nos levam a inferir que o gene clonado em P. cincinnata trata-se do
BBM, uma vez que o material isolado para extracdo do RNA partiu de culturas
embriogénicas e, além disso, analises de expressdo confirmaram a presenga desse gene

em diferentes estadios de desenvolvimento de embrides somaticos.
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Trabalhos desenvolvidos por El Ouakfaoui et al. (2010) apontaram que a
expressdo constitutiva de BBM de Glycine max em Arabidopsis induziu a formagdo
espontanea de embrides somaticos em tecidos jovens. Boutillier et al. (2002) clonaram o
gene BBM a partir de culturas de microsporos de Brassica napus e mostraram a inducao
de embrides somaticos. A superexpressdo desse gene promoveu a proliferagdo celular e
morfogénese durante a embriogénese. Assim tem-se identificado que o gene BBM esta
envolvido nas modificacdes da parede celular associadas a divisdo e crescimento das
células, sugerindo que o BBM ativa uma complexa rede de rotas de desenvolvimento
ligadas a proliferagdo celular (Nole-Wilson et al. 2005; Horstman et al. 2014).

Estudos com tabaco transgénico apontaram que a expressdao do BBM induziu
efeitos pleitropicos no crescimento e desenvolvimento vegetativo, mas ndo foi
observada a inducdo da embriogénese (Srinivasan et al. 2007), indicando que as rotas
embriogénicas diferem entre as espécies ou que os dominios dentro de BBM, que
governam a embriogénese, apresentem divergéncias nas sequéncias entre as plantas e
nao foram reconhecidos (El Ouakfaoui et al. 2010).

Os resultados de filogenia apontaram a formacdo de grupos distintos, o Pc
contigl de BBM agrupou-se com membros de BBM1 e BBM2 de outras espécies. Por
outro lado, constatou-se agrupamentos de representantes de PLT1 ¢ PLT2 e de AIL.
Nole-Wilson et al. (2005) observaram que BBM, ANT, AIL e PLT, membros da
subfamilia AINTEGUMENTA-Like, agrupam-se em ramos diferentes, bem como
observado em P. cincinnata, apesar de, serem trabalhos com proposigoes diferentes. Os
varios genes de AIL sdo expressos na maioria dos tecidos testados, indicando
redundancia genética entre os membros dessa subfamilia (Nole-Wilson et al. 2005).

Tal como para o gene SERK, em BBM, por se tratar de sequéncias parciais ndo

foi possivel nomear o contig encontrado em P. cincinnata. No entanto, as andlises de
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Blast, estudos filogenéticos e analises de expressao por hibridizagdo in situ nos levam a
inferir que nossas sequéncias se tratam de possiveis ortdlogos de BBM1 ou BBM2

clonados a partir de culturas embriogénicas de P. cincinnata.

4.2. Comparagdo entre Pc contigl e 2 de SERK e Pc contigl de BBM com os genes
SERK e BBM de outras espécies

Com base em pesquisas a bancos de dados especificos, apresentamos nesse
trabalho o primeiro relato da ocorréncia de genes da familia SERK e BBM em Passiflora
cincinnata. Analises das sequéncias parciais indicaram o isolamento de dois possiveis
ortologos de SERK e BBM expressos durante o processo de formagdo de embrides
somaticos na espécie.

Muitos trabalhos tem relatado uma série de genes que estdo ligados aos
processos de regulacdo da embriogénese somatica, no entanto, poucos estdo envolvidos
desde os estadios embriogénicos iniciais (Ge et al. 2010; Mantovani et al. 2013). Dentre
eles, destacam-se o SERK (Schmidt et al. 1997; Hecht et al. 2001) ¢ o BBM (Boutillier
et al. 2002; Srinivasan et al. 2007; Irikova et al. 2012). Nosso trabalho apontou que em
P. cincinnata os genes indicados como Pc contigl e 2 de SERK podem ser considerados
possiveis indicadores de embriogénese somatica como observado em Daucus carota
(Schmidt et al. 1997), Arabidospsis thaliana (Hecht et al. 2001), Ocotea catharinenses
(Santa-Catarina et al. 2004a), Theobroma cacao (Santos et al. 2005), Oryza sativa
(Song et al. 2008), Zea mays (Baudino et al. 2001; Zhang et al. 2011), Glycine max
(Pereira 2010), Bixa orellana (Matos 2013) e Anthurium andraeanum 'Eidibel' (Pinheiro
2014). Do mesmo modo, o gene citado como Pc contigl de BBM pode ser considerado,
além de outras fung¢des, um indutor da proliferacdo celular que leva primariamente a

embriogénese somatica, em conformidade ao relatado em Brassica napus (Boutillier et
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al. 2002; Passarinho et al. 2008), Glycine max (El Ouakfaoui et al. 2010), Arabidopsis
thaliana (Kulinska-Lukasec et al. 2012), Capsicum annuum (Irikova et al. 2012), Coffea
arabica (Silva et al. 2014) e Rosa canina (Yang et al. 2014).

Nossas investigacdes no banco de dados do NCBI permitiram inferir que, as
sequéncias parciais das proteinas analisadas em P. cincinnata apresentaram alta
similaridade com os dominios conservados tanto para SERK quanto para BBM. Em
relagdo a proteina SERK as repeticdes ricas em leucina (LRR) e prolina (SPP), a regido
transmembrana e o dominio quinase observados, demonstraram organizagdo
caracteristica e alta similaridade as demais proteinas SERK, comprovando assim sua
conservagdo. Sharma et al. (2008) caracterizaram a expressdo do gene SERK em
Solanum tuberosum L. (StSERK) mostrando que a estrutura intron/exon e dos dominios
conservados verificados confirmaram a presenga desse gene na espécie. Assim,
observamos também no corrente trabalho a presenca dos dominios conservados da
proteina e pressupomos a presen¢a de SERK em Passiflora cincinnata.

O gene SERK codifica um receptor transmembrana que contém um dominio
intracelular de proteina-quinase e um dominio extracelular rico em repeti¢des de leucina
(LRR- Leucine-Rich Repeated) (Becraft 1998; Becraft 2002). Este pertence a uma
grande e diversificada familia de receptores do tipo quinase (Receptor-Like Kinase -
RLKSs), os quais fazem parte de um grupo de proteinas de sinalizacdo nas plantas e sdo
responsaveis pela transducdo de sinais durante a embriogénese somatica (Schmidt et al.
1997; Somleva et al. 2000; Santos et al. 2005; Nolan et al. 2011). A localizacdo
estratégica das RLKs na membrana plasmatica permite a percepcdo de sinais
extracelulares e a conducdo para o interior da célula fomentando uma resposta (Nolan et
al. 2011). Estudos adicionais sobre as estruturas das proteinas permitirdo inferir sobre

sua regulagdo e funcionalidade.
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Em relagdo as analises do BBM, verificamos que em fun¢do de ter sido clonado
um pequeno fragmento, observou-se que este recobre uma pequena por¢do que codifica
a regido da familia AP2, e apresenta alta similaridade com o dominio funcional tipico de
BBM em outras espécies. O gene BBM esta contido em uma superfamilia de fatores de
transcrigdo (AP2/ERF) especificos de plantas e estd concatenado ao processo
embriogénico e a proliferacdo celular em regides meristematicas (Boutillier et al. 2002).

A similaridade entre sequéncias de aminoacidos das proteinas do Pc contigl e
2 de SERK e do Pc contigl de BBM ao SERK e BBM de outras espécies corroboram
a hipdtese de que suas fungdes sdo conservadas, e que a presenga dessas sequéncias
estdo intimamente relacionadas a embriogénese zigotica e somatica, sendo considerados

possiveis marcadores celulares e moleculares desse processo.

4.3. Expressdo dos genes BBM e SERK em embrides somaticos de P. cincinnata

Os mecanismos moleculares sobre o estabelecimento ¢ manutencdo das rotas
embriogénicas em plantas sdo, via de regra, pouco compreendidos. Dessa maneira, em
nosso trabalho, foram realizadas analises moleculares a fim de ampliar o entendimento
acerca dos eventos que ocorrem durante a embriogénese somatica de P. cincinnata a
partir de embrides zigoticos.

Pela técnica de hibridizagdo in situ observou-se que no embrido zigdtico
(tempo zero), a distribuicdo espacial de mRNAS de BBM ¢ SERK se deu de maneira
distinta ao longo do desenvolvimento dos embrides somaticos. A expressao do BBM
decresceu gradativamente durante a etapa de indugdo. Todavia, apos 40 dias em meio de
maturagdo, embrides somaticos no estadio cotiledonar apresentaram intensa coloragdo
confirmando a presenca de transcritos desse gene. Por outro lado, a expressdo do gene
SERK foi verificada em todos os estadios de desenvolvimento, sendo intensificada em

embrides globulares com 30 dias em meio de inducdo. Apds 5 e 40 dias em meio de
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maturagdo houve forte marcacdo do embrido somatico semelhante ao observado no
embrido zigodtico.

Também por hibridizacdo in situ, embrides somaticos derivados de
microsporos em Brassica napus e de sementes em Arabidopsis, expressaram o gene
BBM desde os estadios iniciais do desenvolvimento do embrido e da semente (Boutillier
et al. 2002), semelhante ao observado em P. cincinnata. Irikova et al. (2012) relataram o
papel especifico do BBM na indugdo e manutencdo da embriogénese in vitro a partir de
micrésporos, bem como a conversdao de embrides somaticos em plantas regeneradas.

O gene BBM participa ndo apenas da embriogénese somatica (Stone et al.
2001; Boutillier et al. 2002), mas também de outras rotas morfogénicas (Passarinho et
al. 2008; Yang et al. 2014). A superexpressdo do gene BBM em Rosa canina (ReBBM1
¢ ReBBM?2) e Arabidopsis thaliana incrementou a capacidade de regeneracdo de brotos
in vitro mas ndo induziu a formagao de embrides somaticos (Yang et al. 2014)

Em relagdo ao gene SERK, diversos trabalhos relataram que sua expressdo
ocorre tanto na embriogénese somatica quanto na embriogénese zigotica (Santos et al.
2005; Steiner et al. 2011; Matos 2013). A visualizagdo do sinal de hibridiza¢do do gene
SERK em embrides zigbticos esta de acordo aos resultados observados para P. edulis
(Silva et a. 2015), Daucus carota (Schmidt et al. 1997), Theobroma cacao (Santos et al.
2005), Triticum aestivum (Singla et al. 2008) e Bixa orellana (Matos 2013). Resultados
contraditorios foram observados em P. edulis uma vez que, ndo houve expressdo do
PeSERK em embrides zigdticos tidos como explantes iniciais (Paim- Pinto 2009).

Neste trabalho, a presenga dos transcritos do gene SERK foi intensificada ao
longo do desenvolvimento dos embrides somaticos, sendo marcadamente observada em
embrides globulares. Hecht et al. (2001) verificaram em Arabidopsis que ha expressdo

do AtSERK até a formacdo do embrido cordiforme e cessa com o desenvolvimento do
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embrido . Em P. ligularis Juss. constatou-se a expressdo do SERK em explantes com 5 e
15 dias, e o sinal foi reduzido aos 35 dias de cultivo em meio de indugéo (Florido 2013).
Esses dados contradizem o que foi verificado por (Paim-Pinto 2009) em P. edulis no
qual, a expressdo de PeSERK se deu apenas em células com competéncia embriogénica,
tendo cessado o sinal em embrides globulares.

Matos (2013) relatou que em urucum (Bixa orellana) a expressao do BoSERK
diminui dos embrides mais jovens até os estadios mais avangados. Contrariamente, o
CiSERK apresentou um nivel moderado de expressdo no estadio cordiforme-torpedo ¢
cotiledonar e baixa expressdo em embrides globulares de laranja ‘Valéncia’ (Ge et al.
2010). O fato de ocorrer um aumento na regulagcdo do gene SERK nas fases iniciais ¢ o
decréscimo no decorrer do desenvolvimento dos embrides somaticos podem estar
relacionados com a associacdo do SERK a competéncia embriogénica das células
somaticas. Isso reflete a multifuncionalidade desse gene em diferentes espécies, estando
associado ndo apenas com a embriogénese somatica, mas também em outros eventos do
desenvolvimento vegetal (Albrecht et al. 2005; Nolan et al. 2009).

O presente trabalho apresenta dados inéditos acerca do isolamento e estudos de
expressdo de genes intimamente associados a programacgdo da embriogénese somadtica e
mecanismos de sinaliza¢do, via brassinoesteroides, que controlam a resisténcia a
patdgenos em plantas, os quais poderdo servir de base para ampliacdo de estudos dessa

natureza para outras espécies do género.
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6. FIGURAS E LEGENDAS

Figura 1. Esquema geral da sequéncia de dominios estruturais caracteristicos de
proteinas SERK e localizagdo dos iniciadores degenerados utilizados na amplificacdo da
sequéncia codante em P. cincinnata. PS = Peptideo sinal; ZIP = Ziper de leucina; LRR
= Repeticdes ricas em leucina; SPP = Regido rica em prolina; TM = dominio
transmembrana; Quinase = dominio quinase da proteina; C = Regido carboxi-terminal.
(Modificado de Baudino et al. 2001).

BBMF1
BBMF2

1 2? s?a 751 BBM 100 nlsn 1500 175
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Sweronlline AP2 superfamily  AP2 superfamily

Figura 2. Localizacdo da sequéncia de aminoacidos do gene BABY BOOM (BBM) em
Arabidopsis thaliana, mostrando o dominio funcional caracteristico dos fatores de
transcricdo AP2-like. BBMF1 ¢ BBMF2 (primer forward), BBMR (primer reverse)
(Adaptado do NCBI).
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Figura 3. Comparagdo da sequéncia de aminoacidos deduzidos dos Pc contigsl e 2 de
Passiflora cincinnata proveniente da combinacdo S1-S3 com homologos de SERK
disponiveis no banco de dados. Os dominios estruturais estdo destacados em vermelho
acima de cada sequéncia. Legenda: Signal peptide: peptideo sinal; ZIP: ziper de leucina,
LRRI-5: motivos repetitivos de leucina (leucine rich repeats); SPP: regido rica em
prolina; 7M: dominio transmembrana; Protein Kinase Domain: dominio quinase; C-
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terminal: dominio carboxi-terminal. Gaps incluidos para otimizar o alinhamento sdo
indicados por ‘-’’). Quadro vermelho: destaca os gaps entre as sequéncias na regido
SPP.
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Figura 4. Comparacdo da sequéncia de aminoacidos deduzidos do contig de
Passiflora cincinnata com homologos de BBM, PLT e AIL disponiveis no banco de
dados. O dominio estrutural conservado, AP2, e o inicio e final da sequéncia
verificada em P. cincinnata estdo destacados por setas vermelhas. Gaps incluidos

para otimizar o alinhamento sdo indicados por ‘-
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Figura 5. Relagdes filogenéticas demonstradas entre homologos da proteina SERK com
base nas sequéncias parciais de aminoacidos deduzidas. Os diferentes homologos foram
alinhados e gerada uma matriz de distancia para construcdo do cladograma por
neighbor-joining. Os numeros indicam valores de Bootstrap, em porcentagem (1000
repeticdes). Sdo apresentados apenas os valores acima de 50 %. A barra indica 2 % de
substituicdes ndo-sindnimas. Para P. cincinnata foram gerados dois contigs, o qual Pc
contigl esta destacado de azul e Pc contig2 representado de vermelho. As letras e
numeros apresentados sdo o codigo de acesso no banco de dados do NCBI. Legenda:
RcSERK (Ricinus communis), CpSERK (Carica papaya), PeSERK2 e PeBAKI
(Populus euphratica), VVSERKI1 e VVBAKI1 (Vitis vinlfera), GmSERK2 ¢ GmBAK1
(Glycine max), MtSERK1 (Medicago truncatula), AtSERK1, AtSERK?2, AtSERKS3,
AtSERK4, AtSERKS e AtBAKI1 (Arabidopsis thaliana), SpSERKI1 (Solanum
pennellii), NsSERK2 (Nicotiana sylvestris), CnSERK e CnBAKI1 (Camellia
nitidissima), ZmSERK2 (Zea mays), StSERK3A (Solanum tuberosum), TcBAKI
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(Theobroma cacao), CmSERK3 (Cucumis mello), CBAKI1 (Citrus sinensis), BrBAK1
(Brassica rapa).
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Figura 6. Relagoes filogenéticas demonstradas entre homologos da proteina BBM com
base nas sequéncias parciais de aminoacidos deduzidas. Os diferentes homologos foram
alinhados e gerada uma matriz de distancia para construcdo do cladograma por
neighbor-joining. Os numeros indicam valores de Bootstrap, em porcentagem (1000
repeticdes). Sdo apresentados apenas os valores acima de 50 %. O clone de P.
cincinnata destaca-se em negrito com o ramo vermelho. As letras e nameros
apresentados indicam o cddigo de acesso no banco de dados do NCBI. Legenda:
BnBBM2 (Brassica napus), AtBBM, AtAILS (Arabidopsis thaliana), CsBBM, CsAILS
(Camelia sativa), MdABBM1 (Malus domestica), VVBBM e VVAILS (Vitis vinifera),
GmBBM2-Like (Glycine max), CaBBM-Like (Cicer arietinum), PABBM (Phoenix
dactylifera), StBBM-Like (Solanum tuberosum), MaBBM?2 (Musa acuminata),
ZmBBM?2 (Zea mays), SIPLT2 (Solanum lycopersicum), EgPLT2 (Eucalyptus grandis),
PePLT1 (Populus euphratica), CsAILS (Camelia sativa), BAAILS (Brachypodium
distachyon) e ObAILS5-Like (Oryza branchyanta).
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Figura 7. Expressdo dos genes BBM e SERK em meio de inducdo (MI) de
embriogénese somatica em Passiflora cincinnata Mast. (A ¢ B) Embrido zigotico
utilizado como explante inicial e (C) expressdo dos genes BBM e (D) SERK indicados
pela coloragdo rosacea (0 dia no MI). Aos 10 dias no MI, (E e F) alteracdes
morfoldgicas na superficie dos cotilédones e (G) presenga de transcritos dos genes
BBM e (H) SERK em protuberancias formadas. (I) Embrides somaticos no estadio de
torpedo aos 20 dias no MI. (J) Auséncia da expressdo do gene BBM em embrides
submetidos a sonda sense (T7) aos 20 dias no MI. (K) Expressao dos genes BBM ¢ (L)
SERK em embrides somaticos com 20 dias no MI. (M) Embrides somaticos em diversos
estddios de desenvolvimento. (N) Aos 30 dias no MI o agrupamento celular
caracteristico de zonas pro-embriogénicas, (0) auséncia da expressao dos genes BBM e
(P) expressdo do SERK indicado pela forte coloragdo roxa. Legenda: (Eb, *) Embrido,
(Pb) Protuberancias, (Pt) Protoderme, (Xy) Xilema. Fotos de lupa (A, E, I ¢ M).
Microscopia de luz (B, F e N). Barras: 500 pm (A, E, I, M), 100 pm (B-D, F-H, J-L, N-
P).
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Figura 8. Expressao dos genes BBM e SERK em meio de maturacdo (MM) de embrides
somaticos em Passiflora cincinnata Mast. Embrides somaticos em diferentes estadios
de desenvolvimento, (A) demonstrando assincronismo durante sua formagdo aos 5 dias
e (B) 40 dias em MM. ( C)Aparecimento de um corddo de fenolicos sendo este um
indicativo da formagdo de embrides somaticos. (E) Expressdo dos genes BBM ¢ (G)
SERK em embrides somaticos aos 5 dias no MM. Aos 40 dias no MM, (D) auséncia de
expressdo do gene BBM em embrides submetidos a sonda sense (T7) e a (F) expressdo
dos genes BBM e SERK (H) indicados pela evidente coloragdo roxo-escuro presente nos
embrides. Legenda: Embrido (Eb *), Composto fenolico (Ph). Barras: 500 pm (A-B),
100 pm (C-H).
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7. TABELAS

Tabela 1. Iniciadores degenerados utilizados para amplificacdo de SERK e de BBM em
cDNA de Passiflora cincinnata Mast. e a localizacdo na proteina.

Iniciadores Sequéncia Dominio estrutural
SERK
S1R 5’TGTHACRTGGGTRTCCTTGTARTCCAT3’ Dominio quinase
(exon VII)
S2R 5’CGRTGMACWGCCATRCTIATCAT3’ Dominio quinase
(exon I1II)
S3F 5’GTGAAYCCTTGCACATGGTTYCATGT3’ LRR
SSF 5’ATGCACTSACYAATATYACWACYCTTCAAG3’ LRR
BBM
BBMF1 5’ACAAGGCATMGRTGGACDG3’ AP2
BBMF2 5S’TGTHACAAGGCATMGRTGGACDG3’ AP2
BBMR 5’ATGCACCDCGWGARAAMCCAC3’ AP2

W=AouT;R=AouG M=AouC;Y=CouT,H=AouCouT;S=CouG;D=A,GouT.F:

Forward, R: Reverse.

Tabela 2. Comparacdo das sequéncias nucleotidicas dos contigsl e 2 de SERK (1224
pb e 1185 pb, respectivamente), obtidas a partir de cDNA amplificado com a
combinagdo S1/S3, com sequéncias de outras espécies depositadas no banco de dados

(NCBI).
Acesso Descricdo Cobertura E-value Identidade
maxima (%)
CONTIG1

XM 011004212.1 Populus euphratica 99% 0,0 88
(SERK?2)

HQ621831.1 Gossypium hirsutum 99% 0,0 84
(SERK1)

XM0035137.2 Glycine max 99% 0,0 83
(SERK2)

XMO002270811.2 Vitis vinifera (SERK) 99% 0,0 83

AY162176.1 Medicago truncatula 99% 0,0 82
(SERK1)

CONTIG2

XM 011015472.1 Populus euphratica 98% 0,0 84
(BAK1)

XM002520315.1 Ricinus communis 98% 0,0 83
(BAK1)

XM002262662.1 Vitis vinifera (BAKI) 98% 0,0 83

XM003547551.2 Glycine max 97% 0,0 82
(BAK1)

XMO007042963.1 Theobrama cacao 99% 0,0 81
(BAK1)
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Tabela 3. Comparagdo da sequéncia nucleotidica do contig de BBM, obtida a partir do
cDNA amplificado (308 bp), com sequéncias de outras espécies depositadas no banco

de dados (NCBI).
Acesso Descricdo Cobertura E-value Identidade de
maxima (%)
XM010650911.1 Vitis vinifera (BBM) 93% 2e-90 86
XMO008390600.1 Malus domestica 93% le-88 86
(BBM1)
XMO11008878.1 Populus euphratica 93% 7e-85 85
(BBM2)
AF317904.1 Brassica napus 93% 7e-85 85
(BBM1)
XMO009612688.1 N. tomentosiformes 93% le-87 85
(AIL-Like)
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CAPITULO II

CARACTERIZACAO MORFO-ANATOMICA E EXPRESSAO DOS GENES
BBM E SERK POR HIBRIDIZACAO IN SITU EM Passiflora setacea D.C. E

Passiflora cincinnata MAST.

Resumo - Apesar de muitos trabalhos de cultura de tecidos em Passifloraceas terem
sido realizados pouco se tem relatado sobre os mecanismos que regulam as rotas
morfogénicas in vitro em niveis celulares, moleculares e fisioldgicos. Desse modo,
objetivou-se comparar a responsividade morfogénica de Passiflora setacea e P.
cincinnata submetidas a condicdes de inducdo de embriogénese somadtica, avaliar a
mobilizagdo de substancias de reserva e o padrdo de expressdo dos genes BBM ¢ SERK
durante o processo embriogénico. Para tal, embrides zigéticos maduros foram
inoculados em meio MIP adicionado ou ndo de 500mg L™ de Extrato de Malte e/ou
13,77 uM de Espermidina. Apoés 30 dias, as culturas foram transferidas ao meio de
maturagdo composto de meio MS acrescido de 1,0% de carvao ativado, na auséncia de
reguladores de crescimento. Amostras com 0, 10, 20 e 30 dias foram coletadas para
microscopia de luz, microscopia eletronica de varredura, testes histoquimicos e
hibridizaco in situ, todas seguindo protocolos especificos. Para deteccdo da expressdo
dos genes SERK e BBM foi gerada uma sonda de RNA marcada com digoxigenina a
partir de um clone de P. cincinnata. Para P. setacea utilizou-se uma sonda heter6loga
sense e antisense de P. cincinnata. Apds 10 dias em meio de indugdo, em P. setacea
observou-se a formagdo de protuberdncias a partir de células parenquimaticas dos
cotilédones, e em P. cincinnata houve proliferacdo das células do meristema
fundamental. Aos 20 dias de indugdo P. setacea apresentou proembrides com
protoderme definida, ja em P. cincinnata houve apenas a proliferagdo desordenada de
células da epiderme e meristema fundamental conectado ao sistema vascular. Depois de
30 dias em cultura observou-se embrides globulares com protoderme definida e
separag@o do explante por uma faixa distinta de células em P. setacea. Diferentemente,
em P. cincinnata verificou-se presenca de meristemoides, além de calejamento intenso e
vascularizagdo, caracterizando regides organogénicas e, portanto, auséncia de embrides
somaticos. Quando transferidos ao meio de maturagao ndo houve regeneracao de plantas
a partir de embrides somaticos em P. setacea. Em P. cincinnata houve intumescimento

das regides calejadas e, em alguns casos, formacdo de primordios foliares. Quanto a
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expressdo génica, em P. setacea foi constatada expressdo de BBM e SERK em todas as
fases analisadas, especialmente em protuberancias e embrides somaticos formados. P.
cincinnata, por sua vez, também apresentou transcritos dos genes BBM ¢ SERK em
todas as fases analisadas, sendo intensificado o sinal de hibridizacdo aos 20 ¢ 30 dias de
indugdo na periferia dos explantes e regides meristematicas. A mobilizacdo de
substancias de reservas se deu de maneira diferente entre as espécies. P. setacea
apresentou corpos proteicos com decréscimo gradativo até os 30 dias em meio de
inducdo. Houve presenca de carboidratos e amido no explante e seu decréscimo apos 10
dias, e verificou-se a sintese de novo de amido aos 30 dias de inducdo, quando ha
formagdo de embrides somaticos. Nao foi verificada a presenga de corpos lipidicos
durante o processo embriogénico. Ja na espécie P. cincinnata, constatou-se corpos
proteicos e amido de forma moderada em todas as etapas de desenvolvimento e a
presenga de carboidratos totais e corpos lipidicos foi averiguada nas fases iniciais de
inducdo. Apdés 20 dias, houve mobilizagdo dessas substancias de reserva
concomitantemente com a formacdo e desenvolvimento de meristemoides. Nosso
trabalho apresenta dados inéditos da inducdo de embrides somaticos em P. setacea e
como as espécies estudadas apresentam respostas morfogénicas divergentes quando
submetidas ao mesmo meio de inducdo. E ainda, relatamos a expressdo dos genes BBM
e SERK e a mobilizacdo de compostos de reserva no decorrer dos eventos morfogénicos

in vitro em P. setacea e P. cincinnata.

Palavras-chave: Passifloraceas, morfogénese in vitro, BBM, SERK, anatomia,
histoquimica.

68



Abstract — Despite many works in Passifloraceae tissue culture have been made so far,
there are few reports about the mechanisms that regulate in vitro morphogenetic routes
at cellular, molecular and physiological levels. Thereby, this work aimed to compare the
morphogenic response of Passiflora setacea and P. cincinnata somatic embryogenesis
inducted, evaluate the expression pattern of the genes BBM and SERK and the reserve
mobilization during embryogenesis. For this, mature zygotic embryos were inoculated
in MIP medium (supplemented with MS salts, 31.06 uM of picloram, 2.22 uM of
benzyladenine and 2.27 uM of thidiazuron) with or without 500 mg L™ of malt extract
and/or 13.77 mM of spermidine. After 30 days, the cultures were transferred to the
maturation medium, composed of MS medium supplemented with 1 % of activated
charcoal without growth regulators. Samples with 0, 10, 20 and 30 days were collected
for light microscopy, scanning electron microscopy, histochemical analyzes and in situ
hybridization, following specific protocols. A digoxigenin-labeled RNA probe from P.
cincinnata cDNA was generated to figure out the expression of SERK and BBM genes.
The hybridization signal was obtained using a commercial solution of NBT/BCIP as
substrate for alkaline phosphatase. To P. setacea a heterologous sense and antisense
probe of P. cincinnata was used. After 10 days in the induction medium, in P. setacea it
was observed the formation of lumps from cotyledon parenchyma cells and in P.
cincinnata a proliferation of the ground meristem cells. After 20 days of induction P.
setacea showed proembryos with defined protodermis, as in P. cincinnata it was just a
chaotic proliferation of cells of the epidermis and ground meristem connected to the
vascular system. After 30 days in culture, globular embryos were observed with defined
protodermis and separation of the explant by a distinct cell layer in P. setacea. In
contrast, in P. cincinnata the presence of meristemoids was verified with intense callus
formation and vascularization, characterizing organogenic regions and, therefore, the
absence of somatic embryos. When transferred to maturation medium there was no plant
regeneration from somatic embryos. In P. cincinnata, swelling of callus regions and, in
some cases, formation of leaf primordia was observed. Regarding the gene expression,
in P. setacea there was BBM and SERK expression in all stages, especially in lumps and
somatic embryos. Also P. cincinnata showed transcripts of BBM and SERK genes in all
stages, with intensification of the hybridization signal at the explants edges and
meristematic regions between 20 and 30 days of induction. The mobilization of reserve
substances was different between the species. Protein bodies were found in P. setacea,

decreasing gradually until 30 days in the induction medium. Carbohydrate and starch
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levels decreased after 10 days, but there was de novo synthesis of starch at 30 days of
induction, coupled with the somatic embryos formation. No lipid bodies during the
embryogenic process were verified. In P. cincinnata protein bodies and starch were
moderately present in all development stages whereas carbohydrates and lipid bodies
were present only at the early stages of induction. After 20 days, these reserve
substances were mobilized, along with the meristemoids formation and development.
This work brings a new approach for somatic embryogenesis induction in P. setacea
and highlights how these two species show different responses when submitted to the
induction medium. In addition, the expression of the genes BBM and SERK as well as
the mobilization of reserve compounds during in vitro morphogenic events in P. setacea

and P. cincinnata were related.

Keywords: Passifloraceae, morphogenesis in vitro, BBM, SERK, anatomy,
histochemistry.
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1. INTRODUCAO

Tendo em vista a relevante plasticidade no desenvolvimento de plantas, tem
sido cada vez mais frequente a busca da compreensdo dos processos morfogé€nicos in
vitro, organogénese ¢ embriogénese somatica (ES), e dos eventos que envolvem a
aquisi¢do de competéncia celular em niveis moleculares e fisiologicos. Os fatores que
determinam as células a seguir uma rota morfogé€nica especifica ainda sdo pouco
elucidados (Gordon et al. 2007; Huang et al. 2009). Todavia, pesquisas tem relatado que
a determinagdo do destino celular pode ser em funcao das condi¢des proporcionadas no
ambiente in vitro (Dodsworth 2009), o balango hormonal, especialmente a razdo auxina:
citocinina (Pathi et al. 2013; Rocha et al. 2015), fatores de estresse, metilagdo do DNA
(Nic-Can et al. 2013; Rocha e Dornelas 2013; Smertenko ¢ Bozhkov 2014), fatores de
transcri¢do respondentes a sinais hormonais especificos (Zur et al. 2013; Xu e Huang
2014) ou ainda a relagdo espécie-dependéncia ou genotipo-dependéncia (Dutra et al.
2013; Rosa et al. 2015).

A variabilidade nas respostas morfogénicas in vitro tem sido observada entre
espécies de um mesmo género e até mesmo entre gendtipos, exigindo cada vez mais a
definicdo de protocolos diferenciados (von Arnold et al. 2002). Rosa et al. (2015)
observaram que espécies de Passiflora responderam de maneira divergente quando
submetidas a uma mesma condi¢do de cultivo in vitro, sugerindo que o genotipo pode
limitar a manutencao dos sinais morfogenéticos. Além do genotipo, o tipo, a condi¢do
fisiologica do explante e a composi¢do do meio de cultura sdo fatores determinantes
para o sucesso do cultivo e regeneragdo in vitro (Pavlovic et al. 2012; Vieira et al.

2014),

71



A auxina é um regulador de crescimento que estimula a aquisicdo de
competéncia pelas células e modula processos de divisdo, alongamento e diferenciacdo
celular, atuando na especificacdo das células durante a embriogénese zigotica e ES
(Pasternak et al. 2002; Woodward ¢ Bartel 2005; Féher 2014). A concentragdao de
auxina acrescida ao meio de cultivo ¢ crucial para indugdo da ES para muitas espécies
de plantas (Féher et al. 2003; Otoni et al. 2013). De acordo Rocha et al. (2015) a
manipulagdo do ambiente in vitro, particularmente a propor¢do de auxina e citocinina
no meio, podem determinar a rota morfogénica: organogénica ou embriogénica e podem
ser induzidas de forma alternativa.

Comumente, os protocolos estabelecidos para indugdo de ES em espécies em
Passiflora baseiam-se na adigdo de acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e 6-
benziladenina (BA) ao meio de cultivo (Silva et al. 2009; Paim-Pinto et al. 2011; Rosa
et al. 2015). Recentemente, como alternativa, outras auxinas tém sido utilizadas,
isoladas ou associadas a citocininas, para inducdo da organogénese ¢ ES. O meio de
inducdo composto por Picloram, Thidiazuron (TDZ) e BA foi eficaz na indu¢ao de fases
iniciais da ES em P. edulis (Silva et al. 2015). Além disso, o acréscimo de
componentes ao meio de cultivo, como as poliaminas (Silveira et al. 2006; Santa-
Catarina et al. 2007) e extrato de malte (Chagas 2014) podem auxiliar no
desenvolvimento e maturagdo de embrides somaticos. Meios de cultivo com fontes
alternativas de reguladores de crescimento, poliaminas e¢ agucares, podem ser opgdes
interessantes para promo¢do da programagdo embriogenética em espécies onde a ES
ainda ndo foi observada.

A caracterizagdo das mudancas celulares que ocorrem durante a ES € essencial
para o entendimento dos fatores que envolvem a transi¢do de células somaticas para

células embriogénicas (Rocha et al. 2012). Assim, um fator relevante para elucidar a
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compreensao da competéncia em células e tecidos ¢ o monitoramento histoquimico, o
qual permite acompanhar a dindmica de mobilizagdo de compostos de reserva e a
distincdo de competéncia embriogénica ou organogénica (Cangahuala-Inocente et al.
2004; Cangahuala-Inocente et al. 2009; Paim-Pinto et al. 2010; Rocha et al. 2012). Em
P. cincinnata o processo de mobilizacdo de reservas no decorrer do desenvolvimento
embriogénico foi descrito por Rocha et al. (2012). Os autores evidenciaram que nos
estadios iniciais da ES, as células da epiderme e mesofilo mostraram graos de amido,
lipidios e corpos proteicos que o explante inicial. Diferentemente, em P. edulis, Silva et
al. (2015) constataram a presenga de corpos lipidicos somente ap6s 20 dias de indugio,
e graos de amido e corpos proteicos foram metabolizados durante o decorrer do
desenvolvimento dos embrides somaticos.

Mudangas no padrédo de divisdo e diferenciagdo celular durante a embriogénese
somatica incluem profunda reprogramacdo da expressdo génica. Assim, estudos dos
aspectos morfofisiologicos e moleculares envolvendo a diferenciacdo das células das
plantas e o desenvolvimento tornam-se interessantes (Rocha e Dornelas 2013). Redes
complexas de genes estdo envolvidas nesse processo, dentre eles encontram-se
membros das familias SOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR-LIKE KINASE
(SERK) ¢ BABY BOOM (BBM), envolvidos na aquisi¢do de competéncia embriogénica
(Sucharitakul et al. 2014 ) e desenvolvimento de embrides somaticos, sendo também
expressos durante a organogénese (Ge et al. 2010; Zakizadeh et al. 2010).

Em Daucus carota o gene DcSERK tornou-se conhecido por ser um marcador
de células embriogénicas em cultura (Schmidt et al. 1997) e a superexpressido de
AtSERKI em Arabidopsis resultou no aumento da formacao de células embriogénicas
em resposta ao 2,4-D (Hecht et al. 2001). Baudino et al. (2001) verificaram que a

expressdo dos genes ZmSERKI e ZmSERK2 de milho (Zea mays), ndo se encontra
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restrita a calos embriogénicos ¢ foram também expressos em calos ndo embriogénicos.
Aparentemente, a sinalizacdo mediada por SERK mantém o potencial embriogénico nas
células, mas também participa de eventos organogénicos (Cueva et al. 2012).

O gene BBM pertence a superfamilia de fatores de transcricdo AP2/ERF (Shi et
al. 2014) e ¢ expresso, preferencialmente, durante o desenvolvimento de embrides e
sementes. Segundo Passarinho et al. (2008), BBM tem sido identificado com atividades
envolvendo modificacdes na parede celular associada com divisdo e crescimento
celular, sugerindo que este gene ativa redes complexas de rotas de desenvolvimento
aliadas a proliferacdo celular. Analises da superexpressdo de BBM em Arabidopsis e
tabaco mostraram que este gene promoveu a ES na auséncia de reguladores de
crescimento ¢ induziu brotos organogénicos, respectivamente, sugerindo que a
especificagdo da rota morfogénica depende de caracteristicas genéticas e¢ celulares
(Boutillier et al. 2002; Srinivasan et al. 2007).

O género Passiflora compreende cerca de 150 espécies nativas do Brasil e o
maior polo de dispersdo localiza-se na regido centro-norte (Souza e Meletti 1997; Paim-
Pinto et al. 2010). Passiflora cincinnata Mast., conhecida popularmente como
‘maracuja-do-mato’ (Oliveira e Ruggiero 2005) € uma espécie comestivel e apresenta
propriedades medicinais (Agra et al. 1996), além de constituir um genotipo interessante
para programas de reproducdo (Lombardi et al. 2007). Na cultura de tecidos, esta
espécie tem-se destacado como planta modelo para estudos morfogénicos,
demonstrando elevada frequéncia de organogénese adventicia e embriogénese somatica
(Otoni et al. 2013). A espécie silvestre Passiflora setacea D.C., conhecida como
‘maracuja-sururuca’, possui frutos saborosos muito utilizados para a fabricacdo de
doces (Oliveira e Ruggiero 2005). Essa espécie constitui excelente fonte de resisténcia

genética a fitopatdogenos que acometem a passicultura (Passos e Bernacci 2005). Em
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razdo da desuniformidade e dificuldade de germinagdo de P. setacea, as técnicas de
cultura de tecidos (Santos et al. 2011), bem como sua utilizagdo em programas de
melhoramento genético (Faleiro et al. 2008), sdo alternativas para a sua propagacao.
Recentemente, a utilizacdo de explantes hipocolotiledonares cultivados na presenga de
BA e TDZ foram descritos para regeneracdo dessa espécie in vitro via organogénese
(Vieira et al. 2014).

Dado o exposto, tendo em vista a importancia das duas espécies supracitadas,
objetivou-se nesse estudo comparar a responsividade morfogénica de embrides
zigbticos de Passiflora setacea e Passiflora cincinnata submetidos as condigdes de
inducdo de embriogénese somatica. E, ainda, avaliar o perfil de expressdo dos genes
BBM e SERK e a dinamica de mobilizacdo de compostos de reservas durante diferentes

etapas de inducdo da embriogénese somatica.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal e induciio de embriogénese

Foram utilizadas sementes de frutos maduros de Passiflora setacea D.C.
(Passifloraceae) provenientes de populacdes naturais no municipio de Janaiuba, Minas
Gerais, Brasil (15°48' 09" S, 43° 18" 32" 113 W). As sementes de Passiflora cincinnata
Mast. foram obtidas a partir de frutos colhidos no pomar de polinizagdo aberta do
Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, MG. Com uma
peneira e areia lavada as sementes retiradas dos frutos maduros foram lavadas em agua
corrente para retirada do arilo. Estas foram colocadas sobre papel absorvente ¢ secas a
sombra em temperatura ambiente cerca de trés dias. O arilo restante foi retirado

manualmente.
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Com auxilio de uma mini-morsa foram retirados os tegumentos das sementes,
seguido da desinfestacdo em capela de fluxo laminar, utilizando-se etanol 70% (v/v) por
1 minuto, seguido por imersdao em hipoclorito de soédio comercial (2,5% v/v) com
Tween-20 a 0,1% (v/v), durante 15 minutos. Logo apds, realizou-se triplice lavagem em
agua deionizada estéril, nas quais as sementes permaneceram imersas em agua por uma
noite, facilitando a extracdo dos embrides zigoticos.

Foi realizado um ensaio visando-se testar trés meios de inducdao (MI) de
embriogénese somatica nessas espécies. O MI constituiu-se dos sais basicos MS
(Murashige ¢ Skoog 1962), vitaminas BS (Gamborg et al. 1968), 0,01% (p/v) de mio-
inositol, 3% (p/v) de sacarose, ¢ 0,25% (p/v) de Phytagel® (Sigma Chemical Company,
USA) como agente geleificante e acrescido de: 1) MIP (31,06 uM de Picloram + 2,22
uM de BA [6-Benziladenina] + 2,27 uM de TDZ [Thidiazuron]); 2) MIP + 500 mg L'
Extrato de Malte (EM); 3) MIP + 500 mg L' EM + 13,77 uM Espermidina (Spd).
Analises estatisticas apontaram que o meio 3 foi superior para inducdo de regides
embriogénicas quando comparado aos demais (dados ndo mostrados). Dessa forma, no
experimento visando a caracterizagdo morfo-anatomica e a expressdo dos genes BBM e
SERK, utilizou-se esse meio para indugdo da embriogénese somatica em P. cincinnata e
P. setacea.

Inicialmente, na capela de fluxo laminar, embrides zigoticos foram removidos
das sementes, com auxilio de pinga e bisturi, e inoculados no meio de indugéo acrescido
de MIP + 500mg L' EM + 13,77 uM Spm. Os meios tiveram o pH ajustado para 5,7 +
0,1 e foram autoclavados a 121 °C e 1,1 atm de pressdo por 20 min. As culturas foram
estabelecidas em placas de Petri de poliestireno cristal 60 x 15 mm (J. Prolab, Brasil)
contendo aliquotas de 15 mL de meio, vedadas com fita de rayon de viscose nao-tecido

com adesivo acrilico hipoalergénico (Nexcare MICROPORE® 3M do Brasil Ltda,
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Brasil), e mantidas na auséncia de luz a 27 + 2 °C, durante a fase de inducgdo. As
avaliacdes foram conduzidas apos 30 dias de iniciag@o das culturas.

Ap6s a fase de inducdo os calos obtidos no MI foram transferidos para o meio
de maturagdo (MM), contendo sais de MS, vitaminas B5, 0,01% de mio-inositol, 0,25%
de Phytagel®, 3% (p/v) de sacarose ¢ 1,0% de carvdo ativado. As culturas foram
mantidas sob luz e avaliadas 40 dias apos a transferéncia de meio. O experimento foi

montado em triplicata para confirmacao dos dados.

2.2. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para a caracterizagdo por MEV, amostras com 10, 20 e 30 dias em meio de
inducdo foram fixadas por 8 horas em Karnovsky (1965), desidratadas em série etilica e
secas em ponto critico de CO, liquido no equipamento Balzers (Modelo CPD 020).
Apo6s serem fixadas em stubs, foram submetidas a deposicdo metalica com ouro, em
equipamento Balzers de pulverizacdo catddica (modelo SCA 010). As observagoes e a
documentacdo fotografica foram realizadas em microscopio eletrdénico de varredura
LEO (modelo 1430VP), no Nucleo de Microscopia e de Microanalise da Universidade

Federal de Vicosa.

2.3. Caracterizaciao anatomica e histoquimica
Foram realizadas analises histologicas e histoquimicas para avaliagdo da
responsividade morfogénica de embrides zigdticos de P. setacea e P. cincinnata. As
coletas foram realizadas com 0, 10, 20 e 30 dias apds a indugdo e fixadas em solucdo
Karnovsky (Karnovsky 1965) por 24 horas. Logo apo6s foram desidratadas em série
etilica e incluidas em metacrilato (Historesin, Leica). Utilizando-se microtomo rotativo

de avanco automatico (RM 2155 — Leica) foram obtidos cortes seriados transversais
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com 5 um de espessura. A coloragao foi feita com azul de toluidina com pH 4,4, por 10
minutos e as laminas montadas em resina sintética Permount.

Analises histoquimicas foram executadas para evidenciar as mudancas
celulares, bem como, caracterizar a mobilizacdo de reservas que ocorre durante os
processos morfogénicos. Realizou-se testes para presenga de corpos proteicos (XP),
detecgdo de carboidratos (PAS), presenga de amido (Lugol) e deteccdo de lipideos
(Sudan Black B), segundo metodologia utilizada por Rocha et al. (2012). As
observagdes e registros fotograficos foram realizados em microscopio estereoscopio

Olympus SZH e microscopio Olympus AX70, com sistema U-Photo.

2.4. Hibridizacao in situ
Para analises de hibridizacdo in sifu, amostras de P. setacea e P. cincinnata
foram coletadas com 0, 10, 20 e 30 dias em MI, sob condi¢oes livre de RNAses, e
fixadas em paraformaldeido 4% durante 16 horas. Para visualizagdo dos transcritos dos
genes BBM e SERK nos tecidos de P. sefacea utilizaram-se sondas heter6loga sense e
antisense de P. cincinnata e seguiu-se o mesmo protocolo de hibridizacdo in situ

descrito anteriormente nesse trabalho (vide Capitulo 1).

3. RESULTADOS

Ap6s 30 dias em meio de indugdo, resultados preliminares, apontaram que para
ambas as espécies trabalhadas, o meio 3 (MIP+ EM+ Spd) foi mais eficiente na
formagdo de setores embriogénicos em P. setacea ¢ calos em P. cincinnata, embora
essa espécie ndo tenha apresentado embrides somaticos. Verificou-se a formagdo de

massas de calos intumescidos por toda superficie do embrido zigoético de P. cincinnata
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(Figura 1A). Todavia, para P. setacea observou-se a presenca de embrides somaticos no
estadio globular na face abaxial do cotilédone do embrido zigdtico que ndo se encontra
em contato com o meio (Figura 1B). Confirmou-se a presenca de embrides somaticos
por anélises de microscopias eletronica de varredura (Figura 1C) e de luz (Figura 1D),
evidenciando protoderme diferenciada, auséncia de conexdo com o explante e sistema

vascular fechado.

3.1. Analise estrutural

Embrides zigbticos de P. setacea e P. cincinnata condicionados ao meio MIP+
EM-++ Spd foram avaliados no decorrer do processo de indugdo de embriogénese somatica.
No explante inicial (0 dia no meio de indugdo), as andlises de microscopia de luz ndo
indicaram quaisquer alteragdes na lamina cotiledonar do embrido zigético de P. setacea
(Figura 2A) e de P. cincinnata (Figura 2B). Apds 10 dias em MI verificaram-se intensas
modificac¢des na estrutura do cotilédone do embrido zigético de P. setacea. Observaram-
se divisdes anticlinais e periclinais nas células da epiderme, as quais resultaram na
formagdo de protuberancias nas camadas periféricas dos cotilédones (Figura 2C). As
caracteristicas meristematicas observadas nas células da epiderme também foram
evidenciadas no parénquima que se dividiu em diversos planos e contribuiu ativamente
para formacao das protuberancias (Figura 2C). Ja na espécie P. cincinnata constataram-se
divisdes celulares desordenadas, especialmente a partir das células da epiderme e
parénquima, caracterizando a formagao de calos ndo embriogénicos por toda superficie
do explante (Figura 2D). Em P. setacea aos 20 dias em MI, constatou-se que a continua
desdiferenciacdo das células periféricas das protuberancias levou a formagdo de zonas
pro-embriogénicas e, posteriormente, embrides somaticos (Figura 2E). Contrariamente,

nesse mesmo periodo observou-se em P. cincinnata que em algumas regides do explante
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as zonas de proliferacdo celular formaram meristemoides, grupos celulares concéntricos
isolados dos demais (Figura 2F). Aos 30 dias de cultivo, verificou-se que em P. sefacea a
desdiferenciacdo das zonas pro-embriogé€nicas em embrides somaticos se deu de maneira
assincronica. Os embrides somaticos presentes apresentam protoderme diferenciada,
meristema fundamental e procambio nitidamente separados dos tecidos do explante por
uma faixa continua de células (Figura 2G). J4 em P. cincinnata as regides do explante
que apresentaram meristemoides expandiram-se seguida de formagdo de zonas
organogénicas (Figura 2H).

As culturas foram transferidas para o meio de maturagdo acrescido de carvao
ativado e isento de reguladores de crescimento. Apos 30 dias nessas condigdes, nio
houve a continuidade da histodiferenciagdo e conseguinte regeneracio de plantas a partir
dos embrides somaticos em P. setacea. Em P. cincinnata houve intumescimento das
regides calejadas e, em alguns casos, formagdo de primordios foliares (dados ndo

mostrados).

3.2. Caracterizacio histoquimica

Analises histoquimicas foram realizadas no intuito de acompanhar o processo
de mobilizagdo de reservas durante o processo morfogénico. Em P. setacea, notou-se
inicialmente a presenga de corpos proteicos e seu decréscimo gradativo até os 30 dias
em meio de indugdo (Tabela 1). A presenga de carboidratos ¢ amido foi marcante no
inicio do processo e houve degradacdo apos 10 dias de cultivo (Tabela 1). O amido foi
observado em menor quantidade apo6s 30 dias no meio de indug@o. Ndo foi observada a
presenga de corpos lipidicos durante o processo embriogénico (Tabela 1). Em P.
cincinnata, por sua vez, verificou-se a presenga de corpos proteicos e amido de forma

moderada em todas as etapas de desenvolvimento pelos testes de Xilidyne Ponceau e
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Lugol, respectivamente (Tabela 1). Para os testes de carboidratos totais e corpos
lipidicos, por meio do teste com PAS e Sudan Black B, respectivamente, detectou-se a
presenga desses compostos de reservas nas fases iniciais de indug@o. Depois de 20 dias
de indugdo observou-se a degradacdo desses compostos concomitantemente a formacao

¢ desenvolvimento dos meristemoides (Tabela 1).

3.3. Analise da expressao dos genes BBM e SERK

As espécies estudadas nesse trabalho demonstraram responsividade de forma
diferente, seguindo rotas morfogénicas divergentes, quando expostas ao meio MIP+ EM+
Spd. Assim, averiguou-se a expressao dos genes BBM e SERK durante diferentes estadios
de desenvolvimento no meio de cultivo e o qudo ¢ influente o meio utilizado e a espécie
analisada.

Em P. setacea o embrido zigotico utilizado como explante inicial (Figura 3A),
apresentou forte sinal de hibridizagdo para os genes BBM (Figura 3B) e SERK (Figura
3C), destacando-se a intensificacdo do sinal na regido do procambio. Aos 10 dias de
cultivo, observou-se o inicio da formacdo de protuberancias na periferia do explante
(Figura 3D). A coloragdo marrom-escura indica forte expressdo de BBM nas
protuberancias formadas (Figura 3E). Enquanto que a presenga de transcritos de SERK,
notada pelo sinal rosaceo, aparece de forma moderada nas protuberdncias (Figura 3F).
Aos 20 dias em meio de indugdo, como esperado, ndo foi notada a expressdo do gene
BBM quando utilizado a sonda semse (Figura 3G). Nesse mesmo estddio de
desenvolvimento, verificou-se intensa coloragdo roxo-escura da periferia dos embrides
somaticos formados até o interior do explante, indicando expressdao do gene BBM (Figura
3H). A presenca do gene SERK também foi verificada nesse estadio, embora de maneira

menos expressiva (Figura 3I). Apdés 30 dias em meio de indugdo, verificou-se
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calejamento e a presenca de embrides somaticos dispostos pela superficie do explante
(Figura 3J). A presenga de transcritos dos genes BBM (Figuras 3K) e SERK (Figura 3L)
foi notada por todo explante, exceto em regides ndo meristematicas.

O embrido zigético utilizado como explante inicial em P. cincinnata (Figura
4A), ndo apresentou sinal de hibridizagdo quando submetido a sonda sense (Figura 4B).
Entretanto, quando utilizada a sonda antisense, verificou-se a expressao dos genes BBM
(Figura 4C) e SERK (Figura 4D) por todo explante. Aos 10 dias em meio de inducdo
houve intenso calejamento, recobrindo a superficie do explante (Figuras 4E-G), e a
presenca de transcritos dos genes BBM (Figura 4H) e SERK (Figura 4I) detectada
especialmente na face adaxial dos cotilédones. Aos 20 dias em MI constataram-se
divisdes celulares formando zonas de proliferacdo e estas ddao origens a meristemoides,
grupos de células distintas e isoladas das demais (Figura 4J). Ainda nesse estadio de
desenvolvimento, ndo foi perceptivel a expressdao do gene BBM no controle negativo
(Figura 4K). Por outro lado, constatou-se a expressdo dos genes BBM (Figura 4L) e
SERK (Figura 4M) pela intensa coloracdo marrom-escura desde a periferia dos
meristemoides desenvolvidos até o interior dos explantes. Apds 30 dias em meio de
inducdo, os meristemoides diferenciaram-se em regides organogénicas (Figuras 4N-O) e
a expressdo dos genes BBM (Figura 4P) e SERK (Figura 4Q) restringiu-se as células

meristematicas e a regido vascular.

4. DISCUSSAO
Diversos trabalhos tem demonstrado a capacidade morfogénica de espécies do
género Passiflora em regenerar plantas a partir de varios tipos de explantes, via
organogénese in vitro (Lombardi et al. 2007; Reis et al. 2007; Alexandre et al. 2008;

Garcia et al. 2011; Silva et al. 2011; Vieira et al. 2014), embriogénese somatica (ES)
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(Silva et al. 2009; Paim-Pinto et al. 2011; Otoni et al. 2013; Rosa et al. 2015), entre
outros. Os fatores que conduzem determinada espécie a seguir a rota organogénica ou
embriogénica ainda s@o pouco compreendidos (Gordon et al. 2007; Xu e Huang 2014).
Entretanto, alguns estudos tem relatado que este fato pode estar relacionado as
condigoes in vitro (Dodsworth 2009), a razao auxina-citocinina (Rocha et al. 2015), aos
fatores de transcricdo que respondem a sinais hormonais para determinar o destino das
células (Zur et al. 2013; Xu e Huang 2014), e ainda ser espécie-dependente ou gendtipo-
dependente (von Arnold 2008; Rosa et al. 2015).

Nossos estudos apontaram que Passiflora cincinnata, espécie modelo para
estudos de ES, apresentou embrides somaticos na presenca de 2,4-D e BA (Silva et al.
2009). Entretanto, essa espécie gerou brotos organogénicos quando submetida ao meio
MIP + EM + Spd (Figura 5). De maneira divergente, P. setacea quando submetida ao
meio padrdo para inducdo de ES (2,4-D e BA) ndo gerou embrides somaticos; ao passo
que, quando exposta ao meio MIP+ EM+ Spd, houve formagdo de embrides somaticos,
apesar de ndo ter ocorrida a conversdo em plantulas (Figura 5). Em concordancia com
os presentes dados, Rosa et al. (2015) observaram que as mesmas condigdes in vitro
aplicadas a cinco espécies de Passifloraceas promoveram a inducdo de embrides
somaticos em todas, exceto em P. foetida, que apresentou organogénese, sugerindo que
a conservacao dos sinais morfogenéticos podem ser limitados pelo genotipo e diferengas
sdo apontadas pelas relagdes filogenéticas.

Aqui, o meio MIP+ EM+ Spd foi capaz de induzir embrides somaticos em
Passiflora setacea, proporcionando resultados inéditos para essa espécie, mas ndo
houve formagdo de setores embriogénicos em P. cincinnata. Rosa et al. (2015)
relataram que a resposta morfogenética divergente espécie-especifica observada para P.

foetida indicou que as condi¢des de cultura que induzem a ES em outras espécies de
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Passiflora nao foram suficientes para induzir este processo nesta espécie em particular.
Por conseguinte, de acordo von Arnold et al. (2002) as rotas de sinalizagdo hormonal
que determinam a reprogramacdo da expressdo g€nica necessaria para transicdo da
célula para ES, podem ser altamente dependentes da espécie, se ndo dependente do
genotipo como em algumas espécies.

Além do fato de espécies diferentes responderem de maneira distinta & mesma
condicdo in vitro, especula-se também o qudo influente ¢ o meio de cultivo usado para
determinar a formagdo de estruturas organogénicas ou embriogé€nicas. Rocha et al.
(2015) descreveram que um simples sistema in vitro pode modular diferentes rotas
morfogenéticas em uma populagdo definida de células somaticas. E ainda, a
manipula¢do das condi¢des in vitro, como a razdo auxina-citocinina, pode permitir
ambas as rotas morfogénicas, organogénese e embriogénese, alternativa ou
simultaneamente. Os principais reguladores de crescimento envolvidos na regulacdo
celular ¢ a auxina e a citocinina, e sua razao ¢ crucial para especificacdo da identidade
celular durante os estadios iniciais morfogénicos (Gaj 2001; Gaj 2004; Jimenez 2005).

E comum, em espécies do género Passiflora, a utilizagio de 2,4-D (Otoni et al.
1996) ou sua combinac¢do com BA (Silva et al. 2009; Paim-Pinto et al. 2011; Rosa et al.
2015) para indugdo da ES. Alternativamente, foram testadas concentragdes de Picloram
associada a TDZ e BA em P. edulis, apresentando resultados efetivos na geracdo de
embrides somaticos (Silva et al. 2015). Em P. setacea observamos a formacdo de
embrides somaticos em meio contendo Picloram, TDZ e BA, acrescido de EM e Spd.

A indugdo da embriogénese somatica tem sido efetiva na presenca de Picloram
em espécies como: Agapanthus praecox (Suzuki et al. 2002), Eucalyptus grandis (Titon
et al. 2007), Musa acuminata (Divakaran ¢ Nair 2011), Prunus incisa (Kaouther et al.

2011), Fragaria ananassa (Gerdakaneh e Zohori 2013) e P. edulis (Silva et al. 2015). E
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a adicdo de TDZ ao meio de cultivo foi considerada essencial para promog¢do de
divisdes celulares e formacdo de protuberdncias que culminariam em embrides
somaticos em P. edulis (Silva et al. 2015). Em contrapartida, em Camellia nitidissima,
Lu et al. (2013) relataram que a atividade de TDZ e BA, isolados ou associados a
auxinas, influenciaram fortemente na inducdo de calos embriogénicos que se
diferenciaram em embrides somaticos, estruturas nodulares ou brotos organogénicos.
Em nosso trabalho, a agdo isolada ou associada desses reguladores de crescimento pode
ter influenciado as espécies de maneira divergente, levando a formagdo de embrides
somaticos em P. setacea e brotos organogénicos em P. cincinnata.

O extrato de malte (EM) ¢ uma mistura complexa, fonte de nitrogénio organico
composto por um conjunto de aminoacidos responsaveis por estimular o crescimento e
desenvolvimento de muitas espécies in vitro (Guerra et al. 1998). Em mamoeiro
“Golden THB”, Chagas (2014) observou que a presenca de EM ao meio de cultivo
proporcionou a maior formacdo de embrides somaticos normais. Vardi e Galun (1988)
observaram que a adi¢do de EM ao cultivo de Cifrus levou a aceleragdo do
desenvolvimento de embrides somaticos globulares com morfologia normal, e aumento
no numero de divisdes. Além disso, os acticares ndo apenas influenciam no crescimento
e desenvolvimento vegetal, atuando como fonte de carbono e energia, como também
exercem fungdes de reguladores importantes, como: moléculas sinalizadoras de
diferentes mecanismos moleculares, controle da transcri¢do, traducdo, estabilidade da
proteina e atividade enzimatica (Bolouri-Moghaddam et al. 2010). Pode-se inferir que
em P. setacea e P. cincinnata o acréscimo de EM ao meio de cultivo tenha influenciado
na divisdo e diferenciacdo celular observada até os 30 dias no meio de inducdo. No
entanto, o tempo de exposicao das culturas a esse reagente deve ser melhor investigado

para maior compreensao dos seus efeitos nas respostas morfogénicas dessas espécies.
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Em relacdo as Poliaminas (PAs), diversos trabalhos tem mostrado que estas
podem ser usadas como biomarcadores ou reguladores vegetais na competéncia
morfogénica de plantas (Shoeb et al. 2001) e em diferentes estadios embriogé€nicos
(Yadav e Rajam 1997; Silveira et al. 2006; Santa-Catarina et al. 2007; Dutra et al.
2013). As PAs se encontram presentes em todos os compartimentos da célula vegetal,
indicando sua participacdo em inumeros processos fundamentais na célula, que
abrangem desde a transcricdo e o processamento do RNA a ativagdo da proteina, além
de mudangas na fluidez de membrana (Kuznetsov et al. 2006).

Nosso trabalho sugere que a presenga de Spd no meio de cultivo pode ter
influenciado de forma efetiva na formagdo de embrides somaticos na espécie P. setacea,
ndo sendo observado o mesmo efeito em P. cincinnata. Feirer (1995) sugeriu que altos
niveis de Spd nas culturas embriogénicas estdo correlacionados com a sua competéncia
embriogénica. A Spd pode ter acdo protetora contra o estresse oxidativo diminuindo o
escurecimento (Tang e Newton 2005), e quando associada a Putrescina (Put), a sua acdo
pode ser intensificada, ja que nao foi observada oxidag@o nos tratamentos (Debiasi et al.
2007). A adicao de PAs exogenas aumentou a capacidade de maturagdo de massas pro-
embriogénicas e promoveu maior formagdo de embrides somaticos em Sacharum sp.
(Macedo 2010) e Picea glehnii (Nakagawa et al. 2011). Nesse estudo ndo foi constatada
oxidacdo das células e tecidos em ambas as espécies estudadas, podendo ser um indicio
da acdo antioxidante exercida pela poliamina acrescida ao meio de cultura.

Os compostos de reservas sdo essenciais para os eventos de morfogénese in
vitro, especialmente, para a reorganizacdo e diferenciagdo celular (Zienkiewicz et al.
2011). Nesse contexto, o monitoramento histoquimico tem sido utilizado para
determinar fatores que envolvam a dindmica de mobilizagdo de reservas para a

aquisi¢do de competéncia embriogénica (Rocha et al. 2012) e a distingdo do padrao de
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desenvolvimento organogénico ¢ embriogénico (Almeida et al. 2012). Basicamente, a
natureza dos compostos encontrados sdo carboidratos, lipideos e proteinas, e sua
proporcao ¢ varidvel para cada espécie. Em monocotileddneas prevalecem carboidratos
e proteinas, enquanto que, em eudicotiledoneas sdo observadas proteinas e lipidios
(Bewley e Black 1994; Moura et al. 2008).

Em P. setacea, n6s observamos no embrido zigético, inicialmente, uma grande
quantidade de corpos proteicos e em menor abundancia carboidratos, os quais foram
consumidos gradativamente durante o processo embriogénico. O mesmo foi observado
durante a indu¢do de embrides somaticos em P. cincinnata, por Rocha et al. (2012), que
constataram a diminui¢do de corpos proteicos desde os estadios iniciais de indugdo.
Além disso, detectaram a presenga de endo e exopeptidases atuando concomitantemente
para o consumo ¢ mobilizagdo desses compostos. A diminui¢do gradativa dos corpos
proteicos em P. setacea pode estar relacionada com o processo de mobilizagdo dessa
reserva durante o processo de proliferacdo celular, como observado em P. edulis por
(Silva et al. 2015). Em Acca sellowiana, a essencialidade desses compostos de reserva
foi observada durante a diferenciacdo e morfogénese in vitro da embriogénese somatica,
uma vez que, os teores de proteinas totais decrescem até os 30 dias de indugdo, e
ocorreu um incremento desses compostos de acordo com a progressdo dos estadios de
desenvolvimento dos embrides somaticos (Cangahuala-Inocente et al. 2009).

Nao foi verificada, pelo teste Sudan Black B, a presenca de corpos lipidicos em
nenhuma das fases analisadas nessa espécie. Nossos resultados estdo coerentes aos
encontrados em P. edulis até os 30 dias em meio de indug@o, entretanto, nessa espécie,
apos essa etapa houve aumento de corpos lipidicos durante o processo de formacao de
embrides somaticos (Silva et al. 2015). Contrariamente, Rocha et al. (2012) observaram

em P. cincinnata a presenga moderada de corpos lipidicos desde os estadios iniciais de
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desenvolvimento embriogénico até a sua completa degradacdo nos estadios tardios, ndo
estando presentes nos embrides somaticos formados. Em Bixa orellana, Matos (2013)
observou a presenca de lipidios apos 15 e 20 dias no meio de inducdo e decréscimo
acentuado depois dos 32 e 52 dias, ndo sendo encontrados corpos lipidicos nos embrides
somaticos formados. Durante a embriogénese zigotica, Tozzi e Takaki (2011)
observaram no decorrer da germinacdo de sementes de P. edulis que a presenca de
lipidios decresceu significativamente apos 10 dias de cultivo, enquanto que o aumento
de graos de amido ocorreu simultaneamente.

Pelo teste histoquimico com Lugol verificou-se a presenga de amido até 10 dias
no meio de indugdo e este voltou a ser encontrado, ainda que em menor propor¢ao, aos
30 dias. Assim como o observado em P. setacea, em P. edulis notou-se a presenca de
graos de amido desde os estadios iniciais da cultura (Silva et al. 2015). De maneira
antagonica, Rocha et al. (2012) ndo detectaram amido no embrido zigdtico e durante o
processo embriogénico, quando presentes, foram mobilizados para formacdo dos
embrides somaticos. Alguns autores atribuem a presenga de amido nas células e tecidos
ao acréscimo de sacarose ao meio de cultivo (Paim-Pinto et al. 2010).

De acordo Cangahuala-Inocente et al. (2004) a baixa quantidade de amido e
corpos lipidicos evidenciam a alta demanda energética para formacao de protuberancias.
Essa afirmagdo confirma o que foi observado em P. sefacea, na qual, durante a
formag@o de protuberancias houve decréscimo acentuado de graos de amido. O amido é
considerado a fonte primdria de energia para a proliferagdo celular e crescimento. O
consumo desses grdos de amido, por conseguinte, deve fornecer energia para o
desenvolvimento de embrides somaticos, sugerindo uma regulagdo ativa de acumulo de

amido (Martin et al. 2000).
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Constatou-se aqui, que apos os 30 dias no meio de indugdo ocorreram
novamente a presenca de graos de amido, sendo um indicativo de sintese de novo.
Rocha et al. (2012) relataram que em P. cincinnata, graos de amido ndo constituiram
compostos de reserva, indicando a ocorréncia de sintese de novo e também que esses
compostos podem estar associados com a sintese de lipideos. Em macatiba, Moura et al.
(2010) relataram que o embrido zigdtico ndo apresenta graos de amido como material de
armazenamento, € ocorre sintese de novo, sendo observado o acimulo desse composto
de reserva em células que ndo tinham caracteristicas embriogénicas, localizadas
proximas a regides com alta atividade metabdlica. O mais provavel € que o amido esteja
relacionado com a pouca atividade mitotica das células que geralmente o acumulam, ja
que as células embriogénicas, normalmente com alta atividade metabodlica, possuem
menor acumulo desse composto (Moura et al. 2008; Moura et al. 2010).

Em P. setacea foi observado que apos 10 dias em meio de inducdo a
proliferacdo meristematica de células da epiderme e meristema fundamental deu origem
a protuberancias constituidas por células meristematicas e tecido vascular, ndo
formando embrides somaticos diretamente. O mesmo foi relatado em P. cincinnata por
(Rocha et al. 2012). As protuberancias observadas diferenciaram-se em zonas pro-
embriogénicas as quais originaram embrides somaticos em P. setacea. Segundo San-
José et al. (2010) nem todas as células que adquirem caracteristicas meristematicas
podem ser denominadas competentes embriogénicas. Apds a formacdo de
protuberancias, respostas embriogénicas foram obtidas, sendo possivel que o
desenvolvimento esteja relacionado a fase de redeterminagdo de células embriogénicas
como visto por Féher (2005) e Rocha et al. (2012).

Averiguou-se, ainda, por meio de testes histoquimicos que P. cincinnata

apresentou corpos proteicos e amido em todas as etapas analisadas, e a presenca de
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carboidratos e corpos lipidicos foi encontrada até os 10 dias de indugdo. Pode-se inferir
que a degradagdo dos compostos de reserva durante o processo organogénico culminou
em meristemoides e posterior formacdo de gemas em P. cincinnata. Assim como na
embriogénese, os compostos de reservas iniciam um papel importante na organogénese
in vitro. O consumo destes compostos tem sido relacionado aos processos
organogénicos e embriogénicos (Martin et al. 2000). H4 muitas décadas atras ja se
estudava a participacdo dos componentes de reserva na rota organogénica. Thorpe e
Murashige (1970) observaram em calos organogénicos e¢ ndao organogénicos de tabaco
que ndo houve mudangas no conteuido de DNA das células. Além disso, a coloragdo
mais densa para o RNA e proteinas foi observada nas regides de formagao dos brotos. E
ainda, observaram o acimulo de amido em células meristematicas e esse actimulo
precedia a formagdo de qualquer 6rgdo e principalmente em locais que deram origem
aos primordios foliares.

A linha de mecanismos moleculares que iniciam e mantém as rotas
embriogénicas nas plantas ¢ amplamente desconhecida. O emprego de técnicas de
biologia molecular levaram a identificacdo de diversos genes relacionados a
embriogénese somatica como SERK (Somatic Embryogenesis Receptor-like Kinase),
BBM (Baby Boom), AGL15 (AGAMOUS-likel5), LEC1, FUS3 (Fusca3) e ABI3 (ABA
Insensitive 3) (Ikeda et al. 2006). Em Daucus carota o gene DcSERK foi apontado
como marcador de células embriogénicas no meio de cultura (Schmidt et al. 1997). Ao
gene BBM tém sido atribuidas atividades envolvendo modificagdes na parede celular
associada com divisdo e crescimento celular, sugerindo que este gene ativa redes
complexas de rotas de desenvolvimento vinculadas a prolifera¢do celular (Passarinho et

al. 2008).
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No presente estudo apresentam-se dados inéditos da expressao dos genes SERK
e BBM, por hibridizacdo in situ, em duas espécies de Passifloraceas que respondem
diferencialmente a uma mesma condicdo de cultivo in vitro. Em P. setacea foi
observado a expressdo dos genes SERK e BBM desde o embrido zigdtico, utilizado
como explante, até¢ a formagdo de embrides somaticos. Nessa espécie, a expressao do
BBM foi mais intensa nas protuberdncias e embrides somaticos formados quando
comparadas a expressdo de SERK. P. cincinnata, por sua vez, ndo formou embrides
somaticos, apenas brotos organogénicos, entretanto, também apresentou sinal de
hibridizacdo dos genes SERK ¢ BBM em todas as fases analisadas. A presenga dos
transcritos de ambos os genes estudados foi intensificada aos 20 dias de inducdo nas
células periféricas de calos ndo embriogénicos.

Como houve expressdo do SERK em calos embriogénicos de P. setacea e em
calos ndo embriogénicos de P. cincinnata, nossos dados sdo condizentes ao observado
em SERK por Baudino et al. (2001) com Zea mays, por Zakizadeh et al. (2010) com
Rosa hibrida e por Ge et al. (2010) com Citrus. Os autores constataram que este gene
foi expresso em calos embriogénicos e ndo embriogénicos. Além da embriogénese, em
M. truncatula e Helianthus annus, a expressdo do gene SERK ¢ estimulada por
tratamentos que induzem organogénese, sugerindo um papel mais geral do gene durante
a morfogénese (Maillot et al. 2009; Cueva et al. 2012). Aparentemente, a sinaliza¢do
mediada por SERK ¢ necessaria em células que mantém ou recuperam o seu potencial
embriogénico, mas também ¢ necessaria em células que participam da organogénese
(Albrecht et al. 2005; Cueva et al. 2012).

Ge et al. (2010) detectaram por hibridizagdo in situ em Citrus a expressdo de
CiSERK em calos ndo embriogénicos, sugerindo que nem todas as células que tem

expressdo do SERK tem competéncia embriogénica para formar embrides. Entretanto, a
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alta expressdo em calos embriogé€nicos € o aumento na regulacdo durante os estadios de
inducdo exibem a correlagdo entre o aumento da expressdo de CiSERK e a competéncia
embriogénica dos calos. Consequentemente, a expressao de CiSERK em Citrus pode ser
considerada marcadora de células competentes. A expressdo de CiSERK foi observada
no exterior das células e nas camadas vasculares dos embrides. Dado o exposto, pode-se
inferir que o gene SERK pode ser considerado um marcador de células competentes em
P. setacea e P. cincinnata, visto que, sua expressao foi similar a observada em Cifrus.
Em Arabidopsis o AtSERK foi expresso em células vasculares imaturas e procambio,
sugerindo que a expressdo do AfSERK ¢é concentrada em popula¢des de células
meristematicas (Kwaaitaal e de Vries 2007).

Savona et al. (2012) observaram o papel dos genes SERK na formagdo e
manuten¢do de células meristematicas na embriogénese somatica e organogénese in
vitro de Ciclamen. Os autores constaram que houve alta expressdo do SERKI e 2
durante a embriogénese, expressdo moderada durante a organogénese e nenhum sinal de
marcagdo em calos. A expressdo desses genes iniciou em grupos de células
meristematicas, ambos em regides pro-embriogénicas e em meristemoides que
culminaram na formacdo de 6rgdos. Os resultados apontam SERKI e SERK2 como
marcadores de pluripoténcia em Ciclamen. Em razdo de termos verificado a expressao
de SERK em P. setacea e P. cincinnata de maneira semelhante ao observado por Savona
et al. (2012), nos inferimos que esse gene € também um marcador de pluripoténcia em
passifloraceas.

Também foi observada a expressdo do gene BBM em regides embriogénicas e
organogénicas em P. setacea e P. cincinnata, respectivamente. O mesmo foi averiguado
em Arabidopsis, a atividade do gene BBM inicialmente estava restrita a células em

divisdo, em seguida foram marcados embrides somaticos, estruturas organogénicas e
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calos. Nas partes dos explantes que ndo estavam envolvidos a morfogénese ndo foi
observado sinal do BBM. Assim, a expressdo in vitro do BBM coincide com a
proliferacdo celular e morfogénese (Kulinska-Lukaszek et al. 2012). Boutillier et al.
(2002) ressaltaram a capacidade do BBM em promover a embriogénese e organogénese
na auséncia de reguladores de crescimento, indicando que o BBM pode estimular a
producdo de hormoénios vegetais e/ou aumentar a sensibilidade das células a estas
substancias. De maneira contraria, a expressio do BBM em nosso trabalho esta
vinculada a culturas suplementadas com diversos tipos de reguladores de crescimento.

Andlises da superexpressao do BBM1 em Arabidopsis e tabaco mostraram que
o gene BBM promove a ES na auséncia de reguladores de crescimento e induz brotos
organogénicos, respectivamente, sugerindo que o BBM1 tem a capacidade de induzir a
organogénese bem como a embriogénese dependendo do ambiente celular e genético
(Boutillier et al. 2002; Srinivasan et al. 2007). Chen e Luthe (1987) relataram em arroz a
presenga de embrides somaticos oriundos de calos embriogénicos e brotos ou raizes
formados a partir de calos ndo embriogénicos, € assumem que a expressao génica nesses
dois tipos de calos nao ¢ diferente.

Dado o exposto, relatamos nesse trabalho a resposta antagdnica de duas
espécies de Passifloraceas, seguindo rotas morfogénicas divergentes quando submetidas
a um mesmo meio de cultivo. Além disso, apresentamos dados inéditos na indugdo da
embriogénese somatica em P. setacea, a dinamica de expressdo espacial e temporal dos
genes SERK e BBM por meio de hibridizagdo in situ e a mobilizagdo de reservas durante
os estadios de indugcdo da embriogénese somatica. Nossos resultados iniciam a
compreensdo acerca dos eventos moleculares que envolvem a embriogénese somatica e
os aspectos que levam a seguir determinada rota morfogénica em P. setacea e P.

cincinnata.
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6. FIGURAS E LEGENDAS

Figura 1. Resultados preliminares da inducao de embriogénese somatica em P. sefacea e
P. cincinnata submetidas ao meio MIP + EM + Spd. (A) Embrido zigdtico de P.
cincinnata apresentando calejamento por toda superficie cotiledonar ap6s 30 dias em M,
mas auséncia de embrides somaticos. Em Passiflora setacea (B) presenca de embrides
somaticos ap6s 30 dias em meio de indugdo, (C) microscopia eletronica de varredura e
(D) microscopia de luz, evidenciando embrides somaticos individualizados. Legenda:
Eb: embrido somatico, Ne: calo ndo-embriogénico; Pt: protoderme; Xy: xilema. Barras:
500 pm (A, B), 100 pm (C, D).
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Passifiora setacea Passiflora cincinnata

Figura 2: Inducdo de embriogénese somatica em P. setacea e P. cincinnata submetidas
ao meio 3 (MIP+ EM+ Spd). (A) Lamina cotiledonar do embrido zigdtico de P. setacea e
(B) P. cincinnata utilizado como explante (0 dia no meio de inducdo). (C) Depois de 10
dias em meio de inducdo houve formagdo de protuberancias a partir das células
parenquimaticas do eixo embriondrio em P. setacea € em (D) houve proliferagdo das
células parenquimaticas em P. cincinnata. (E) Apo6s 20 dias de indugdo notou-se a

formagdo de proembrides com protoderme definida em P. setacea e (F) proliferagdo
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desordenada de células e formagdo de meristemoides em P. cincinnata. (G) Em P.
setacea, apos 30 dias em meio de indugdo, observou-se embrides globulares com
protoderme bem definida e auséncia de conexdo vascular com o explante. (H) Em P.
cincinnata aos 30 dias, observou-se o desenvolvimento dos meristemoides, e, portanto,
auséncia de embrides somaticos individualizados, apenas calejamento intenso e
vascularizagdo, caracterizando regides organogénicas. Legenda: Eb: embrido somatico;
Mt: meristemoides; Ne: calo ndo-embriogénicos; Pb: protuberancia; Pe: proembrido; Pr:

parénquima; Pt: protoderme; Xy: xilema. Barras: 100 pm.
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Figura 3: Inducdo de embriogénese somadtica in vitro a partir de embrides zigoticos de P.
setacea em meio MIP+ EM+ Spd. (A) Embrido zigoético de P. setacea utilizado como
explante inicial (0 dia no meio de indu¢do). (B) Expressdo dos genes BBM ¢ (C) SERK no
explante inicial, evidenciando a forte coloracdo na regido vascular. (D) Microscopia
eletronica de varredura e (E) de transcritos dos genes BBM ¢ (F) SERK em explantes com
formag@o de protuberancias apos 10 dias no meio de inducdo. (G) Auséncia de sinal no

controle negativo com sonda sense, ap6s 20 dias em meio de inducdo. (H) Expressdo dos
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genes BBM e (I) sinal fraco de SERK em embrides somaticos apos 20 dias no meio de
inducdo. (J) Microscopia eletronica de varredura e (K) expressdo dos genes BBM ¢ (L)
SERK em regides de formagdo de embrides somaticos apo6s 30 dias no meio de indugio.
Legenda: Eb: embrido; Pb: protuberancias; Barras: 100 pm (B, C, E-L, K, L), 500 pm (A,
D, J).
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Figura 4: Inducdo de embriogénese somadtica in vitro a partir de embrides zigoticos de P.
cincinnata em meio MIP+ EM+ Spd. (A) Embrido zigdtico de P. cincinnata utilizado
como explante inicial (0 dia no meio de indugdo), (B) auséncia de sinal do gene BBM
quando submetido a sonda sense e (C) expressdo dos genes BBM e (D) SERK nesse
mesmo estadio. (E) Apds 10 dias em meio de indugdo, notou-se o inicio da formacdo de
calos no explante evidenciado por estereomicroscopio, (F - G) microscopia eletronica de
varredura e (H) expressao dos genes BBM ¢ (I) SERK, especialmente na face adaxial do
explante. (J) Observou-se a formagdo de meristemoides por toda extensdo do explante,
indicando ndo se tratar de embrides somaticos. (K) Depois de 20 dias em meio de
inducdo auséncia de sinal do gene BBM no tratamento controle, enquanto que, (L) a
coloracdo indicativa de expressdo do gene BBM e (M) SERK foi fortemente expressa em
células meristematicas na periferia dos explantes nesse estadio. (N - O) Apds 30 dias em

meio de inducdo o explante inicial encontrou-se recoberto por calos ndo embriogénicos.
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Nesse estadio, (P) observou-se forte expressdo dos transcritos de BBM ¢ (Q) SERK,

especialmente nas células da regido vascular. Legenda: Ab: face abaxial; Ad: face

adaxial; Mt: meristemoides; Ne: calo ndo-embriogénico; Xy: xilema; setas: regides

organogénicas. Barras: 500 pm (A, E-G, N-O), 100 pm (B-D, H-M, P-Q).

Passiflora setacea

Meio
24-DeBA

Meio
MIP+EM+Spd

Passiflora cincinnata

Figura 5: Representacdo esquematica das relacdes entre meios de indugdo de

embriogénese somatica a partir de embrides zigoticos maduros de Passiflora setacea e

P. cincinnata. As setas em vermelho e as barras azuis indicam indug¢éo ¢ ndo indugéo de

respostas embriogénicas, respectivamente.
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7. TABELA

Tabela 1. Dados qualitativos de analises histoquimicas da indu¢do de embriogénese

somatica de Passiflora setacea e P.

cincinnata em diferentes estadios

de

desenvolvimento no meio MIP+ EM+ Spd. A presenca do sinal (+) indica reacdo

positiva e o sinal (-) sinaliza reacdo negativa aos testes. A ocorréncia do sinal mais de

uma vez indica a intensidade observada para corpos proteicos com o teste de Xilidyne

Ponceau (XP), para carboidratos com PAS, para amido com Lugol e corpos lipidicos

com Sudam Black B.
P. setacea XP PAS Lugol Sudan Black B
0 dia +++ ++ + -
10 dias ++ + + -
20 dias + = = -
30 dias + ) n )
P. cincinnata XP PAS Lugol Sudan Black B
0 dia + + + ++
10 dias + + + +
20 dias + - + B}
30 dias + - + _
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8.

v

CONCLUSOES GERAIS

A amplificacdo do cDNA a partir de calos embriogénicos com diferentes primers
degenerados permitiu isolar e identificar sequéncias parciais de trés transcritos
intimamente relacionados com a embriogénese somatica e sinalizagdo via

brassinoesteroides em Passiflora cincinnata.

As andlises filogenéticas das sequéncias indicam se tratar de dois possiveis
representantes da familia SERK e um possivel ortélogo do gene BBM, membro da

familia AP2-Like, expressos durante a embriogénese somatica em P. cincinnata.

Além dos dados de sequéncia gerados, foi observado o padrdo de expressdo de
transcritos de SERK e BBM nos explantes ao longo da embriogénese somatica
semelhante ao descrito em outras espécies. Sugerindo que as fung¢Ges desses genes
sdo conservadas em P. cincinnata e P. setacea contribuindo como um marcador
de competéncia embriogénica e pluripoténcia nos tecidos induzidos nessas

espécies.

As espécies P. setacea e P. cincinnata apresentam respostas morfogénicas
divergentes quando submetidos a um mesmo meio de inducdo de embriogénese, o
meio de cultivo utilizado para induzir embrides somaticos em P. setacea levou a

formag@o de brotos organogénicos em P. cincinnata,

Analises de substincias de reserva em P. setacea ¢ em P. cincinnata permitem
monitorar o desenvolvimento das plantas e servem como marcadores para os

processos morfogénicos.
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