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RESUMO

PINHEIRO, Marcos Vinicius Marques, D.Sc., Univeesld Federal de Vicosa,
fevereiro de 2014Potencial fotoautotrofico em Etlingera elatior 'porcelana’ e
embriogénese somatica emAnthurium andraeanum ‘Eidibel': caracterizacao
anatomica e da expressao do ger#8=RK. Orientador: Wagner Campos Otoni. Co-
orientadores: Andrea Dias Koehler e Francisco Aikgamu Tanaka

O uso da biotecnologia, especialmente com a utliaade técnicas da cultura de
tecidos, proporciona uma forma alternativa de pyapao das plantas, além de ser
importante ferramenta para o melhoramento e cons&wvdos recursos genéticos. As
espécies desse estudo, bastdo-do-imperadgttindera elatior cv. Porcelana
(Zingiberaceae)] e anturiApthurium andraeanurov. Eidibel (Araceae)] tém elevada
importancia econémica na floricultura tropical madsendo fundamentais o dominio
e 0 aprimoramento de técnicas biotecnoldgicas adis & propagacao vitro. Nesse
tipo de propagacao, de modo especial aplicadanasnantais, prima-se pela otimiza¢ao
dos sistemas de propagacdo em larga escala. Nagpgdmen vitro convencional, o
sistema de vedacao dos frascos restringe, entresdatores, as trocas gasosas, além de
dificultar a absor¢cdo de agua e nutrientes, aumdatas perdas do material vegetal
durante a aclimatizacdo. No presente trabalho, Ipastio-do-imperador, realizou-se a
propagacao fotoautotréfica associada ao enriquetoraa atmosfera dos frascos com
CO,, com o intuito de rustificar as vitroplantas aineia condi¢cdesn vitro, com
grandes beneficios a sobrevivéncia, com o aumentolerancia aos estresses impostos
as plantas na fase de aclimatizacdo, aproximandagselas produzidas em condi¢des
de campo. Para o antdrio, o desenvolvimento ded&sreficientes de propagaci&o
vitro proporcionou perspectivas novas e promissoras ganalhoramento do anturio,
capazes de ampliar a producdo comercial e o abast#o do mercado brasileiro e
mundial. Dentre essas técnicas destaca-se a embesg somatica, pois pode ser
aplicada com sucesso na producdo de plantas emdaogla, além de ser um modelo
para estudos anatdomicos, estruturais e moleculare®lvidos na aquisicdo de
competéncia embriogénica e de grupos de genesifesgraente expressos durante a
embriogénese somatica. O presente trabalho contritpara a geracdo de
conhecimentos a cerca da propagaigéeitro das espécies a partir das técnicas de

propagacdo fotoautotrofica, em bastdo-do-imperadaracterizando as respostas



morfofisiolégicas das plantas submetidas a condigde crescimento heterotrofico,
fotomixotroéfico e fotoautotréfico; e da propagagéawitro do antdrio via embriogénse
somatica, abordando alteracdes estruturais e oudolta reservas envolvidas durante a
ontogénese dos calos embriogénicos, além de cazacte analisar a expressao do

geneSERKnessa espécie.



ABSTRACT

PINHEIRO, Marcos Vinicius Marques, D.Sc., Univeesld Federal de Vicosa,
February, 2014 Photoautotrophic potential of Etinglera elatior 'Porcelana’ and
somatic embryogenesis in Anthurium andraesanum ‘Eidibel’: anatomical
characterization and expression of gen8ERK. Adviser: Wagner Campos Otoni. Co-
Advisers: Andrea Dias Koehler and Francisco Andséanu Tanaka

The use of biotechnology, particularly with the usk tissue culture techniques,
provides an alternative way of plant propagatienwell as being an important tool for
breeding and genetic resources conservation. Thaespef this study, torch ginger
[Etlingera elatior cv. Porcelana (Zingiberaceae)] and anthuriurAntfiurium
andraeanuncyv. Eidibel (Araceae)] present a high economicantgnce in the global
tropical floriculture, being fundamental the domaiand enhancement of
biotechnological techniques applieditovitro propagation. This kind of propagation,
especially applied to ornamentals, stands out Fa& optimization of large-scale
propagation. In conventionah vitro propagation, the flasks sealing system restricts,
among other things, gas exchange, and hinders watdr nutrients absorption,
increasing losses in the plant material duringiamatization. In the present study, with
torch ginger, the photoautotrophic propagation wasgormed associated with GO
enriched atmosphere flasks, with the aim of hardgthe plantlets evem vitro, with
great benefits to survival and increase toleraocdresses imposed on plants during the
acclimatization phase, approaching those producethé field. To anthurium, the
development of efficienin vitro propagation techniques provided new and promising
perspectives for the breeding of this specie, bkexpand commercial production and
supply Brazilian and worldwide market. Among thésehniques highlights the somatic
embryogenesis, which can be successfully appligdaint production system for large-
scale, besides being an ideal system for anatonstaictural and molecular studies
involved in the acquisition of embryogenic competnand clusters of genes
specifically expressed during somatic embryogeneRimss work contributed to the
generation of knowledge abouin vitro propagation of the species from
photoautotrophic propagation techniques, in torclngey, characterizing the
morphophysiological responses of plants submittedeterotrophic, photomixotrophic

and photoautotrophic growth conditions; amdvitro propagation of anthurium via

Xi



somatic embryogenesis, addressing structural clsaagd the accumulation of reserves
involved during ontogeny of embryogenic callus,ithes characterizing and analyze the

expression oSERKgene in this species.
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INTRODUCAO GERAL

A industria da floricultura compreende o cultiva eomercializacdo de flores de
corte, folhnagens, e plantas de vaso; neste Ultiaso,cas plantas podem ser vendidas
para fins de paisagismo e urbanismo (Van Huylerdb,02010; Chandler & Brugliera,
2011). Tradicionalmente, a Europa tem sido imp¢etagentro de producéo,
comercializacdo e consumo de plantas ornamentaiacterizando-se ainda por uma
elevada diversidade de produtos. Dentre os prirscjp@dutores estdo Holanda, Italia,
Alemanha, Espanha, Reino Unido e Franca; com destpgra a Holanda, o principal
pais exportador de flores do mundo, produzindefiate corte, plantas de vaso, bulbos,
plantas anuais e perenes, dentre outras (Bareds 2008; Van Huylenbroeck, 2010).

Com a globalizacdo, o mercado mundial de floreggsadominado apenas por
paises europeus, abriu espacos para novos pousdiecdo, com destaque para india,
China, Quénia, Etiopia, Coldbmbia, Equador e Costaa RvVan Huylenbroeck, 2010;
Chandler & Brugliera, 2011). Na Colémbia e no Equad0% da producao interna sao
exportadas para outros paises, diferentemente doocoree no Brasil, em que a
producdo atende prioritariamente o0 mercado intelewodo o consum@er capitaser
relativamente elevado em determinadas regideddirasi(Barros et al., 2008).

A producdo brasileira esta distribuida principalreemis Estados de Sao Paulo,
Rio de Janeiro, Minas Gerais, Santa Catarina, Rdineo e Rio Grande do Sul
(Sologuren & Juliatti, 2007). Dentre os indicativipge contribuem para a expansao da
floricultura no Brasil estdo as dimensfes contimiente as condi¢cdes climaticas,
favorecendo tanto o cultivo de flores de familiativas de regides temperadas quanto
tropicais. Com isso, torna-se possivel produznefice folhagens durante o ano inteiro a
custos reduzidos e competitivos, conferindo ao pooduasileiro condi¢cdes para se
firmar no mercado mundial (Frangca & Maia, 2008).

Destaca-se as espécies tropicais pertencentesmam$aAraceae, Bromeliaceae,
Heliconiaceae, Musaceae, Orchidaceae e Zingibexadeame & Honorio, 2004). Na
familia Araceae, o génenthuriumSchott, é considerado a segunda flor tropical mais
comercializada no mercado mundial, superada apeetss espécies da familia
Orchidaceae (Castro et al., 2004; Tombolato et 2004). Sdo plantas herbaceas
tropicais, epifitas ou hemiepifitas e nativas dgioes quentes da América Tropical,
destacando-se pela beleza de suas folhagens (€aatrp2004; Tombolato et al., 2004;
Nhut et al., 2006; Liendo & Mogollon, 2009; Mairaa., 2010). Mais de 600 espécies
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do génerdAnthuriumsao ornamentais e cerca de 130 espécies sao etz Brasil
(Castro et al., 2004; Tombolato et al., 2004). Derdstas destaca-seAmthurium
andraeanumpreferido pelo publico devido ao tamanho e cdlmidas bracteas de suas
inflorescéncias e pela grande durabilidade pos-ttalhpor isso tem sido uma das
espécies mais cultivadas como flor de corte e atate vaso (Castro et al., 2004).

Na familia Zingiberaceae, destaca-se comercialnigttitegera elatior(Jack) R.

M. Smith, espécie tropical, nativa da Malasia eohkia (Yunus et al., 2012; Santos et
al., 2013), conhecida popularmente como bastaompesiador. E ornamental e
medicinal, herbacea, rizomatosa, ereta, florifeeerene, podendo atingir de 3 a 6
metros de altura, com folhas dispostas em espesdarolli & Zaffari, 2009; Chan et
al., 2011a). Possui inflorescéncias grandes erdagsecom bracteas vistosas, 0 que
proporciona grande aceitacdo tanto no mercadonmtguanto externo (Castro, 1998;
Bezerra & Loges, 2005). Essa espécie possui quatidtivares, ‘Porcelana’
(inflorescéncias com bracteas acetinadas de cdlorapsa-claro); ‘Red Torch’
(bracteas vermelhas); ‘Pink Torch’ (bracteas deregfio rosa-escuro) e ‘“Tulip Torch
Ginger’ (bracteas rubras, em formato de tulipa)béRo et al., 2012), sendo
consideradas plantas de elevado valor ornamenitad & Coelho, 2003; Chan et al.,
2011b; Yunus et al., 2012). No Brasil, vem sendotivada h& muitos anos,
principalmente na regido Nordeste, com destaqua parestados de Pernambuco e
Alagoas que exportam suas flores para outros estadsfeiros (Bezerra & Loges,
2005), como também para os Estados Unidos da Amyéenada, Holanda, Alemanha,
Dinamarca, Bélgica, Franca e Japao (Ribeiro e2@12).

No Sul da Asia, o bastido-do-imperador é uma dastgdamedicinais mais
populares, pois possui muitos fitoquimicos de penjades antimicrobianas e
antissépticas (Abdelwahab et al., 2010), sendazadid contra funcdes citotoxicas,
inibicdo da tirosinase (enzima que catalisa a @&dade fendis) e atividades
hepatoprotetoras, anti-hipertensivas e antioxidafedelmageed et al., 2011; Chan et
al.,, 2011a; Chan et al.,, 2011b; Karim & Munir, 2Q1Marios componentes
antioxidantes tém sido isolados a partiredingera elatior(Chang et al., 2012), sendo
gue essas propriedades sdo mais expressas nas, fgllemdo comparadas com as
inflorescéncias ou os rizomas (Chan et al., 2011b).

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

produtos de boa qualidade, para os mercados comsten] nacional e internacional
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(Cabral, 2004). Dessa forma, o uso de mudas dedgdal pode tornar-se um fator
limitante no cultivo comercial das plantas tropscai

O uso da biotecnologia, especialmente com o empedécnicas da cultura de
tecidos, proporciona uma forma alternativa de pyapao das plantas, além de ser
importante para o melhoramento e a conservacacedossos genéticos. Pdttlingera
elatior, ainda sao limitantes as informacdes a cerca liarauwe tecidos e propagacao
in vitro dessa espécie (Yunus et al., 2012).

Na propagacaan vitro, a utilizacdo do sistema de vedacdo convencional,
previne a desidratacdo das culturas e do meioltdeaualém de evitar a contaminagéo.
No entanto, nesse tipo de vedacéo ocorre elevauzetacédo de etileno e reduzida
concentracdo de dioxido de carbono Orestricaio do fluxo de fotons
fotossinteticamente ativos e das trocas gasosasiulcdo das taxas de transpiracao e
de fotossintese das plantas; dificuldade na absaigddgua e nutrientes, causando
reducdo da taxa de crescimento e desenvolvimergcegplantes, 0 que acarreta em
elevadas perdas durante a aclimatizacdo, devidortalidade das plantas (Nguyen &
Kozai, 2005; Zobayed, 2006; Xiao et al., 2011).r&ainto, esses problemas podem ser
minimizados por meio do uso de um sistema que pcap® o cultivo do material
vegetal em condi¢Bes fotoautotroficas.

Para isso, vém sendo utilizadas membranas porosasedeeis a gases
(Saldanha et al.,, 2012), pois elas permitem mafaiéacia das trocas gasosas,
diminuindo o acumulo de etileno e, assim, melhovaadaclimatizagdo das plantas
produzidas (Xiao et al., 2011). Essas mudancas mooambiente dos frascos de
cultivo, promovidas pelas trocas gasosas, favorecenanutencdo da concentracdo de
CO,, estimulam a fotossintese e reduzem a concentdecétleno e a umidade relativa
dentro dos frascos (Kozai & Kubota, 2001). A praggp fotoautotrofica associada ao
enriquecimento da atmosfera dos frascos com, @M como principal objetivo
rustificar as vitroplantas ainda vitro, com grandes beneficios a sobrevivéncia das
mesmas pelo aumento da tolerdncia aos estressestampas plantas na fase de
aclimatizacao, aproximando-as daquelas produzitasoadicbes de campo.

Para o antdrio, o desenvolvimento de técnicaseefies de propagacao vitro
tem proporcionado perspectivas novas e promisspaag o0 melhoramento dessa
espécie, capazes de ampliar a producdo e o almastgoi do mercado brasileiro.
Atualmente, grande parte das mudas de anturio oietizadas € produzida por

técnicas de cultura de tecidos (Maira et al., 20P@fa o constante aprimoramento da
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clonagem dos anturios, vem se utilizando, como dowe propagacam vitro, a
embriogénese somaética.

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

Durante a embriogénese, algumas alteragbes maidakige bioquimicas
ocorrem em resposta as alteracées nos padroepassio génica (Santos et al., 2005).
No entanto, a base molecular dos mecanismos geséibioquimicos que regulam a
propriedade de competéncia a embriogénese em séldgetais ainda nao esta
completamente elucidada (Santa-Catarina et al.,; &#&z-Nufiez et al., 2009; Ma et
al., 2012).

A partir da utilizacdo de marcadores molecularetadocalizacdo de células
competentes, foi possivel complementar os métodmicionais de identificacdo de
células envolvidas na formacdo de embrides somat{Szhimidt et al., 1997),
resultando na identificacdo de varios grupos deggerpressos durante a embriogénese
somatica (Ito et al., 2005; Pérez-Nufiez et al., 200®m destaque para os genes da
familia SERK(SOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR-LIKE KINASEhmidt et
al., 1997), envolvidos em conferir competénciaéislas embriogénicas em plantas (Ito
et al., 2005; Santos et al., 2005; Santos et@D9R

A embriogénese somatica tem sido relatada por vabsres para o género
Anthurium porém ainda nao foram descritas as alteracoésidgecas e moleculares

envolvidas na caracterizacao do potencial embriocg&eAnthurium andraeanum



Considerando todos os aspectos apresentados emtmmie, paraEtlingera
elatior e Anthurium andraeanumnota-se que ha a necessidade de estudos mais
aprofundados acerca dessas espécies ornamentesedisdo, vislumbra-se contribuir
na geracdo de conhecimentos acerca da propagagiimo de Etlingera elatior cv.
Porcelana a partir das técnicas de propagacao utotodfica, caracterizando as
respostas morfofisiolégicas das plantas submeti@lasondicbes de crescimento
heterotrofico, fotomixotréfico e fotoautotréfico.lém disso, pretende-se compreender
os fatores que atuam diretamente ou indiretamentgrooesso de embriogénese
somatica deAnthurium andraeanunev. Eidibel. Para isso, objetiva-se caracterizar a
origem e o padrdo de divisdo celular durante a egdmese somatica indireta,
determinando alteracbes estruturais e o acumuloedservas envolvidos durante a
ontogénese dos calos embriogénicos, além de caracta expressao do geS&RK e
analisar, via hibridizaca situ, a possivel funcdo do geiBERKna marcacdo de
células com competéncia embriogénica.

A tese foi organizada em trés capitulos redigido®maa de artigos cientificos
que serdo futuramente submetidos.

Capitulo | — Propagacado fotoautotrofica de bastiovperador Etlingera

elatior (Jack) R. M. Smith cv. Porcelana] (Zingiberaceae)

Capitulo 1l - Embriogénese somatica de antarnthurium andraeanum

(Linden ex André) cv. Eidibel] (Araceae): caracagao histoquimica e

estrutural

Capitulo 1l - Clonagem, caracterizacdo moleculaandélise da expressdo do

gene SOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR-LIKE KINASERK na

embriogénese somatica em antudmthurium andraeanunLinden ex André)

cv. Eidibel] (Araceae)
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CAPITULO |
Propagacéo fotoautotréfica de bastdo-do-imperadorHtlingera elatior (Jack) R. M.

Smith cv. Porcelana] (Zingiberaceae)

Resumo - Etlingera elatior popularmente conhecida como bastdo-do-imperador é
cultivada principalmente para a producéo de flakescorte e como planta medicinal.
Novas técnicas de cultura de tecidos proporcioritamativas de propagacao para essa
espécie, além de otimizar a qualidade das mudasupdas. A propagacao
fotoautotréfica associada ao enriqguecimento comididdse carbono (C£), é uma das
técnicas utilizadas para aproximar as condigcdesutfzvo in vitro daquelas em campo.
O objetivo do trabalho foi analisar o potencialogitotréfico de mudas detlingera
elatior cv. Porcelana, propagadas vitro em sistema de enriquecimento comCO
caracterizando as respostas morfofisiologicas dastgd submetidas a condigbes de
crescimento heterotrofico, fotomixotrofico e fotaadfico. Como explantes, foram
utilizados brotacdes estabelecidasvitro (~3 cm de altura), inoculadas em frascos
contendo 60 mL de MS + 0,54 uM de acido naftaleébex (ANA), trés concentracdes
de sacarose (0; 15 ou 30 g)Le 6,5 g [* de agar Merck vedados com tampas rigidas
sem membranas ou com orificios cobertos com merabra&pds 45 dias em caixas de
ventilacdo forcada de ar (360 ou 1000 pmolhu# CQ) em sala de crescimento (25 +
2 °C, fotoperiodo de 16 horas e irradiancia der@@lm?s™), foram avaliadas altura da
planta, porcentagem de oxidagdo, numero de bratassas fresca e seca da planta,
pigmentos fotossintéticos (clorofika e b, clorofilas totais e carotenoides), densidade
estomatica, porcentagem de sobrevivéncia a achag#to, e caracteristicas anatdmicas
das folhas. A adicdo de 30 g e sacarose produziu plantas com maior alturaagsmn
fresca foi maior no sistema de 1000 pmol T CQ com tampas com membranas. A
massa seca da planta foi maior quando adicionadou130 g [* de sacarose. Para
pigmentos fotossintéticos, o uso de membranas @ lT5 de sacarose foi superior em
1000, quando comparado a 360 umol dé CQ; ja para 30 g I de sacarose, foi
superior em 360 pmol mblde CQ. O uso de tampas com membranas, o aumento da
concentracdo de GQ1000 pmol mot de CQ) e a adicdo de sacarose (15 § L
favoreceram a sobrevivéncia das plantas. Parapagagao da espécie deve-se utilizar
o sistema fotomixotrofico.

Palavras-chave:Trocas gasosas, enriquecimento de,@@escimento fotomixotrofico,

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

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

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

13



INTRODUCAO

O mercado de plantas ornamentais tropicais vemfestando grande interesse
em representantes da familia Zingiberaceae, taat® @ producdo de flores de corte
quanto producdo de mudas para paisagismo. Alémodeder produtos na éarea
ornamental, espécies dessa familia apresentam tanpibédutos Uteis na area de
alimentos, condimentos, medicamentos, perfumesntes, 0leos essenciais, produtos
de estética (Jaafar et al., 2007; Yunus et al.2R@&nhtre outros.

Etlingera elatior (Jack) R. M. Smith, destaca-se dentre as Zingiea® como
uma espécie tropical tropical, ornamental e mediciherbacea, rizomatosa, ereta,
florifera e perene (Rescarolli & Zaffari, 2009; @het al., 2011a). A espécie € nativa da
Malasia e Indonésia (Yunus et al., 2012; Sant@d.e2013) e conhecida popularmente
como bastao-do-imperador. Possui quatro cultivaRescelana’ (inflorescéncias com
bracteas acetinadas de coloracéo rosa-claro); Rangh’ (bracteas de coloracéo rosa-
escura); ‘Red Torch’ (bracteas vermelhas); e ‘Tulipch Ginger’ (bracteas rubras, em
formato de tulipa) (Lins & Coelho, 2003; Chan et @011b; Ribeiro et al., 2012;
Yunus et al., 2012).

Atualmente,Etlingera elatioré uma das 30 plantas medicinais mais populares
na industria farmacéutica, com elevada demanda alsM e recentemente tem
cultivada em escala comercial na Australia, HaVaijandia e Costa Rica para a
producao de flores de corte (Chan et al., 2011au¥wet al., 2012). No Brasil, vem
sendo cultivada apenas para suprir a demanda deuftara nacional, como flores de
corte ou para paisagismo.

O bastdo-do-imperador possui muitos fitoquimicos ¢eopriedades
antimicrobianas e antissépticas (Abdelwahab et 20010), sendo utilizado contra
atividades citotoxicas, inibicdo da tirosinase {e@zque catalisa a oxidagdo de fenais),
atividades hepatoprotetoras, anti-hipertensivamnteoxadantes (Abdelmageed et al.,
2011; Chan et al., 2011a; Chan et al., 2011b; K&riktunir, 2011).

A cultura de tecidos € uma técnica alternativa rdpaacédo das plantas e uma
importante ferramenta para o melhoramento genélieobastdo-do-imperador, no
entanto, ainda sdo limitadas as informacOes tanteuitara de tecidos quanto da
propagacao in vitro dessa espécie (Yunus et dl2)20

Na propagacadoin vitro, o sistema de vedacdo convencional previne a

desidratacdo das culturas e do meio de cultivay deé evitar a contaminacao (Zobayed,
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2006; Pinheiro et al., 2013; Saldanha et al., 20E83e método tradicional, em que as
plantas sao produzidas em frascos vedados comidedurocas gasosas, pode resultar
em plantas com caracteristicas peculiares, taiqoante aérea pouco desenvolvida,
menor quantidade de cera cuticular e epicuticudar folhas, reducdo nos tecidos com
resisténcia mecanica (colénquima e esclerénqummpr conteudo de agua, estomatos
nao funcionais e folhas delgadas e pequenas, coa dtividade fotoautotrofica (Kozai

& Kubota, 2001; Xiao et al., 2011). Nesse sistemavencional ocorre ainda elevada
concentracdo de etileno e de outros gases volateisiterior dos frascos; reduzida
concentracdo de GPelevadas concentracdes de agucares; restritacabsde agua e
nutrientes; reduzido fluxo de fétons fotossintetieate ativos e diminuigdo das trocas
gasosas. Em consequéncia ocorre reducdo na tagi@si@mento e desenvolvimento,
acarretando assim, elevadas perdas durante a tizéigé® devido a mortalidade das
plantas (Nguyen & Kozai, 2005; Zobayed, 2006; Kp2410; Xiao et al., 2011). A
pequena concentracdo de L£fb interior dos frascos associada a baixa incidénc
luminosa causa ainda reducdo nas taxas de trag@pim fotossintese das plantas,
forcando o crescimento heterotrofico ou fotomixat@f uma vez que a absorcéo da
principal fonte de carbono disponivel para a plaséadé pela adicdo de aclcares ao
meio de cultura (Nguyen & Kozai, 2005).

A producdoin vitro de mudas sob baixa atividade fotossintética decorr
principalmente da adicdo de concentracdes elevdelaglicares exdgenos. Entretanto,
destaca-se que a reducdo de aglcares no meidigle polde ser vantajoso pois previne
o rapido crescimento de bactérias e de fungos rio de cultivo, reduz os custos e
aumenta a sobrevida das plantas durante o estagiolidetizacdo (Kozai & Kubota,
2001). A reducdao do teor de sacarose ou mesmmaafido por completo, a utilizacédo
de luz natural, o aumento da concentracdo de, ®®m como a reducdo nas
concentragcdes de,0n vitro sao alternativas que visam melhorar o crescimento
competéncia fotossintética de varias espécies.

Dessa forma, seria ideal para a propagatatro manter as mesmas condicdes
ambientais de cultivo no campo, como: fluxo de fétdatossinteticamente ativos,
concentracdo de GOmanutencao das trocas gasosas, entre outras €Kelg 2011).
Para isso, vem sendo utilizadas membranas poresawgveis a gases (Kozai, 2010;
Saldanha et al., 2012), pois elas permitem a meiiciéncia das trocas gasosas,
diminuindo o acumulo de etileno no interior dosé@s de cultivo e, assim, facilitando

a aclimatizagdo das plantas produzidas (Xiao et28l11). O uso de tampas com

15



membranas porosas tem ainda influéncia positivaesebtabelecimento das culturas,
além de aumentar a qualidade e quantidade de leatimsinuir a ocorréncia de clorose

e senescéncia foliar (Rodrigues et al., 2012).mMsaiaplicacao de técnicas alternativas
no processo de propagagdéovitro convencional, e as consequéncias desfavoraveis ao
desenvolvimento das plantas resultantes deste atapgoderiam ser minimizadas ou
evitadas pela modificacdo do sistema convenciagaioximando-o ao maximo das
condicbes de campo.

O objetivo desse estudo foi avaliar o potencialbdatotrofico durante o
alongamento e enraizamento de mudakttiegera elatiorcv. Porcelana, propagadas
vitro em sistema de enriquecimento com CQraracterizando as respostas
morfofisiolégicas das plantas submetidas a condigde crescimento heterotrofico,

fotomixotroéfico e fotoautotofico.
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MATERIAL E METODOS

Material vegetal e condi¢des de cultivo

Brotacdes dé&tlingera elatiorcv. Porcelana previamente estabelecidastro,
a partir de rizomas, foram subcultivadas a caddi&f em condi¢Ges heterotroficas, em
meio MS (Murashige & Skoog, 1962) acrescido coné & de 6-benziladenina (BA),
0,54 uM de ANA, 3% de sacarose, 100 mbde mio-inositol e solidificado com 6,5 g
L™ de agar Merck (Darmstadt, Alemanha). O pH foi ajustado para &gBeriormente &
autoclavagem a 12°C e 1,5 atm, por 15 minutos. O material vegetalnfantido em
sala de crescimento, com temperatura det25°C, fotoperiodo de 16 horas, com
irradiancia luminosa de 36 pmols™ a partir de duas lampadas fluorescentes (Luz do
Dia Especial, 40 W, Osram, Brazil).

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

Os explantes utilizados foram brotacbes, com apradamente 3 cm de altura,
contendo de trés a quatro folhas, sem preseng@zsr Os explantes foram inoculados
em frascos de vidro de 300 mL vedados com tamppdas de polipropileno sem
orificio; e tampa rigida de polipropileno com doisficios cobertos por membranas
porosas a gases, segundo proposto na metodolodsaldanha et al. (2012). Foram
adicionados aos frascos, 60 mL de meio MS acresmao 0,54 UM de ANA, trés
doses de sacarose (0; 15 ou 30™ 100 mg [* de mio-inositol e solidificado com 6,5
g L* de Agar MercR, e o pH foi ajustado para 5,8 antes da autoclanamd21°C e
1,5 atm por 15 minutos. As culturas foram mantidias sala de crescimento, por 45
dias, em duas caixas de ventilacdo forcada de & &36000 pumol mdi de CQ),
seguindo metodologia proposta por Saldanha e2@1.3) e Saldanha et al. (2014), com
temperatura de 2% 2°C, fotoperiodo de 16 horas e 60 pmof st de irradiancia
luminosa a partir de duas lampadas fluorescentggai8a HO T12, Luz do Dia, 110

W, Séo Paulo, Brazil).
Parametros de crescimento
Aos 45 dias de cultivo foram avaliadas as seguinggacteristicas: altura da

planta (cm), porcentagem de oxidac¢édo, nimero dedbemassa fresca e seca da planta
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(g). As amostras de massa seca foram determinpdaspaso constante, alcancado em
estufa a 76C, por 48 horas.

Quantificacdo de pigmentos fotossintéticos

Para a determinacdo dos pigmentos fotossintét@omfila a e b, clorofilas
totais e carotenoides, foi seguida a metodologmpgsta por Wellburn (1994). Dois
discos foliares (de uma folha do segundo e tercgirde folhas alternas completamente
expandidas), com 6 mm de diametro cada, foram imagaem 2 mL de
dimetilsulféxido (DMSO) saturado com Cag(Bantos et al., 2008), permanecendo em
tubos mantidos no escuro por 48 horas, a temparatmbiente. Apds o periodo de
incubacao, foi determinada a absorbancia das amsostn espectrofotometro Genesys
10 UV/Visible (Thermo Scientific, Madison, WI) u#ghndo cubeta de quartzo de 10
mm de caminho 6tico. Os comprimentos de ondas eqaacdes para o calculo das
concentracdes de clorofilash, clorofilas totais e carotenoides também foraneadss
pela metodologia descrita por Wellburn (1994).

Caracterizacdo anatdmica, histoquimica e densidateneatica das folhas

Para os estudos anatdomicos e histoquimicos, utieoa por¢cdo média das
folnas completamente expandidas (de uma folha dansi® e terceiro n6 de folhas
alternas em que foi utilizado para a variavel dgrnantos fotossintéticos), sendo fixada
em solucdo de Karnovsky (glutaraldeido 2,5% + panadldeido 2,5% em tampéo
cacodilato 0,05 M, pH 7,2) (Karnovsky, 1965). Postenente, as amostras foram
desidratadas em série etilica e incluidas em niletac(Historesin, Leica Instruments,
Heidelberg, Alemanha). Para montagem das laminatesc transversais da porcao
média das folhas, com 5 um de espessura, forardogbém micrétomo rotativo de
avanco automatico (RM2155, Leica Microsystems Iieeerfield, EUA). Para a
caracterizagdo estrutural, as amostras foram cergda 10 minutos em azul de
toluidina pH 4,0 (O’brien & Mccully, 1981). Para @aracterizacdo histoquimica,
seccOes transversais da porcdo meédia das folhasm feubmetidas ao sudan black B,
para evidenciar a presenca de corpos lipidicosicado periddico/reagente de Schiff
(PAS), para caracterizar a presenca de amido, agerik, polissacarideos; a dupla
coloracdo com azul de toluidina e lugol, para ewithr amido; e xylidine Ponceau

(XP), para deteccédo de proteinas totais. As lanforasn montadas com Permount e as
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imagens capturadas utilizando fotomicroscopio (AXRBT Olympus Optical, Téquio,
Japéao) equipado com o sistema U-Photo.

Para a variavel densidade estomética (nimero tdena®s por mmde area
foliar), foi realizada a impresséo das epidermesiabe adaxial, segundo Segatto et al.
(2004). Para tal, utilizaram-se folhas (do segumtierceiro né de folhas alternas em que
foi utilizado para as variaveis de pigmentos fatigsicos e estudos anatdmicos e
histoquimicos), no qual foram coladas com colaams$inea sobre laminas de vidro,
técnica conhecida por impressdo de epiderme. Aidbedes estomatica foi calculada a

partir de imagens realizadas utilizando o mesnanfatroscopio citado anteriormente.

Aclimatizacéo das plantas

Aos 45 dias de cultivan vitro, as plantas foram submetidas a etapa de
aclimatizacdo em condi¢cdesx vitrg transferindo-se para recipientes plasticos (de
capacidade de 300 mL) contendo aproximadamentec280de substrato comercial
PlantmaX, permanecendo em bancada, sob condicées de téutpesenbiente (cerca
de 28 + 2 °C), luminosidade artificial de fthol m? s* e luz natural indireta. Apds
esse periodo, realizou-se avaliacdo da variaveteptagem de sobrevivéncia a

aclimatizagao.

Delineamento experimental e andlise estatistica

O delineamento utilizado foi o inteiramente casaszp (DIC), em esquema
fatorial 2 x 2 x 3, sendo duas concentracdes de(B&D e 1000 pmol md), dois tipos
de vedacao (com tampas rigidas de polipropileno@éinio sem membranas porosas;
e tampa rigida de polipropileno com dois orificambertos por membranas porosas a
gases) e trés concentracdes de sacarose (0; 1% &30 Para as variaveis altura da
planta (cm), porcentagem de oxidacao, nUmero dedyrmassas fresca e seca da planta
(g), foi realizado o DIC com 12 tratamentos, sepeticOoes cada, e a unidade
experimental composta por um frasco contendo quatmotas/repeticdo. (Tabela 1).
Para pigmentos fotossintéticos (clorofdab, clorofilas totais e carotenoides) também
foi realizado com 12 tratamentos, com trés repetig@ cada repeticdo composta por
dois discos foliares. Ja para a variavel densidatlamatica, também foi realizado DIC,
com 12 tratamentos, trés repeticdes, sendo cadtcépeonstituida de trés areas em
mn?. J& para a variavel porcentagem de sobrevivérasapthntas a aclimatizacéo,

realizou-se com 12 tratamentos, quatro repetigbasjdade experimental composta por

19



uma planta/repeticdo. Todas as variaveis avaliddemm submetidas ao teste de
Shapiro-Wilk, para verificar a normalidade dos dados

Tabela 1. Tratamentos utilizados na caracterizacdo das fdsesalongamento e
enraizamentan vitro, em caixas de ventilacdo forcada de ar, e de athatéo de
bastdo-do-imperadokEtlingera elatiorcv. Porcelana.

Caodigo Tratamento
T1 360 pmol mot CO, + tampa sem membrana + MS com Ogslacarose
T2 360 umol mot CO,+ tampa sem membrana + MS com 15'gshacarose
T3 360 pumol mot CO, + tampa sem membrana + MS com 30'gshcarose
T4 360 pmol mot CO, + tampa com membrana MS com + 0hdacarose
T5 360 umol mot CO,+ tampa com membrana MS com + 15dacarose
T6 360 umol mot CO, + tampa com membrana + MS com 30 fdacarose
T7 1000 umol maét CO, + tampa sem membrana + MS com 0 gsiacarose

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

Por ndo seguirem as pressuposicoes da normalidadegriaveis porcentagens

de oxidacdo e porcentagem de sobrevivéncia de aglaat aclimatizacdo foram

transformadas parax ; e ntimero de brotos paggX+ 05 Todas as variaveis foram

submetidas a andlise de variancia, comparando-sediss dos tratamentos pelo teste
de Tukey <0,05), com excec¢do da variavel porcentagem deegv@ncia das plantas
a aclimatizacdo, na qual utilizou-se o teste det¥awitt, com 5% de significancia. Os
graficos foram apresentados com médias nado tranagttas. Todas as analises

estatisticas foram realizadas utilizando o progr&BaIES (Cruz, 2013).
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RESULTADOS

A atmosfera enriquecida com g@@elhora o desenvolvimento plantas de Etlingera
elatior cv. Porcelana durante a fase de alongamenémraizamento in vitro?

Pela analise de variancia, as variaveis altura ldata e porcentagem de
oxidagéao, diferirampg<0,05) apenas para a interacao tipos de vedacéo e ¢oagEes
de sacarose, a 5% de probabilidade, pelo testeara. & variavel nimero de brotos,
ocorreram diferencasp€0,05 nas interacbes tipos de vedacdo e concentragdes d
sacarose; e concentracfes de €@pos de vedacgdo. Ja para a variavel massa faesc
planta, houve diferenca apenas para a interacaocernwacdes de COe tipos de
vedacdo. Para a massa seca da planta, houve ddesstatistica, pelo teste F, apenas
para concentracdes de sacarose.

Para a variavel porcentagem de oxidacdo observayusea utilizacdo de
membranas nas tampas dos frascos reduz a oxidagddathtas, com excecédo da adigéo
de 30 g [* de sacarose ao meio de cultura, em que ndo hdfeventa estatistica entre
os sistemas de vedacdo, tampa rigida sem membramampa com membranas. A
auséncia de sacarose no meio de cultura, e o usast®s com tampa sem membrana
resultou em 70,8% de plantas oxidadas. No entamtemprego de tampas com
membranas resultou em menor porcentagem de oxid&saplantas, ndo apresentando
diferencas significativas entre os tratamentos (Rigé).

Com base nos resultados, constatou-se que paraidgvelaaltura da planta,
observou-se que no sistema de vedacao houve dierggnificativa apenas para o
tratamento sem adicdo de sacarose, em que o uam@da com membranas (5,82 cm)
foi superior estatisticamente quando comparadorgdasem membranas (3,73 cm).
Para as concentraces de sacarose, 30 (5J37 cm) foi superior estatisticamente
apenas quando comparado ao tratamento sem adiGacal®se em frascos com tampa
sem membranas (3,73 cm). Quando utilizado tampa owmbranas, ndo houve
diferenca significativa entre as concentracoesadarsse (Figura 1B).

Para o numero de brotos, ndo houve diferenca &gtatentre os dois sistemas
de vedacdo (tampa rigida sem membranas e com mmashnaa atmosfera com 360
numol mol* de CQ, diferente do observado sob enriquecimento de 086l mol* de
CO,, em que o0 uso de tampa com membranas (1,521)uf@Erier estatisticamente
quando comparado a tampa rigida sem membranass{),9uando comparadas as

duas concentracdes de £@&o houve diferenca estatistica quando se utiliampa
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sem membranas. Diferente de quando se utilizougasopy membranas, em que 1000
pumol mol' de CQ (1,521) foi significativamente superior ao 360 jimol™* de CQ
(0,494) (Figura 1C). Para o tipo de vedacao, halifezenca estatistica apenas para o
tratamento sem adicdo de sacarose, em que 0 uson@@ sem membranas inibiu a
producdo de novos brotos. Isso pode estar assazialdwyada porcentagem de oxidacdo
constatada nas plantas submetidas a essas condted@ss concentracdes de sacarose,
no sistema de vedac&o com tampa sem membrana3a§ E*, o nimero de brotos foi
superior estatisticamente aos tratamentos semoade&&acarose. Ja para o sistema de
vedacdo tampa com membranas, houve diferencaséstatapenas para 15 g'lde
sacarose, em que foi superior estatisticamentedguanmparado aos tratamentos sem
adicao de sacarose (Figura 1D).

Para massa fresca da planta, quando foram comgaaadhias concentracdes de
CO, (360 e 1000 pmol md), verificou-se que ndo houve diferenca significati
quando se utilizou a tampa sem membranas. J& qusadotilizou tampa com
membranas, a atmosfera enriquecida com 1000 pmidi deoCQ (2,66 g) foi superior
estatisticamente a de 360 pmol thde CQ (1,80 g). N&o houve diferenca estatistica
entre os dois sistemas de vedagao, tampa com eearbranas, quando foi empregada
atmosfera de 360 pmol mbbe CQ. J& para 1000 umol mbbe CQ o uso de tampa
com membranas (2,66 g) foi superior estatisticaemgnando comparado a tampa rigida
(1,96 g) (Figura 1E). Para a massa seca da plémitgossivel observar que as
concentracdes de sacarose 15 e 30'g(Q,145 e 0,162 g, respectivamente) foram
superiores estatisticamente aos tratamentos sefdcade sacarose ao meio de cultura
(0,067 g) (Figura 1F).
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Figura 1. Variaveis de crescimento de plantas Etéingera elatior cv. Porcelana,
alongadas e enraizadasvitro por 45 dias em diferentes concentracfes de €Qe
sacarose no meio de cultura, e tipos de vedacafrakios. Porcentagem de oxidacéo

das plantas na interacéo tipos de vedacao x coacéets de sacaro$®); Altura das
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plantas na interacdo tipos de vedacdo x concensagéesacaroséB); numero de
brotos nas interagdes concentracdes dgXaipos de vedaca(L) etipos de vedacgéo x
concentracdes de sacardby; massas fresca da planta, na interacdo conceesralg
CO; x tipos de vedaca(E) e seca da plantk). (A; B; D) Médias na interagao tipos de
vedacdo x concentracbes de sacarose: letras mia§ssmul sacarose (0; 15 ou 30Y L

e maiusculas em tipos de vedacao (sem ou com mea)mdo diferem entre si, pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidafle; E) Médias na interacdo concentracdes de
CO; x tipos de vedacao: letras minusculas em concgdsade CQ(360 ou 1000 pmol
mol ™) e mailisculas em tipos de vedac&o (sem ou com raea)bndo diferem entre si

pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Atmosfera enriquecida com GQ@umenta os pigmentos fotossintéticos de plantas de
Etlingera elatior cv. Porcelana durante a fase dengamento e enraizamento in vitro?

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

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

e clorofilas totais, respectivamente) no qual fgngicativamente superior ao 1000
umol mol* de CQ (41,28; 15,68; 59,95, respectivamente). J& pamater@ides nao
houve diferenca estatistica para o tratamento taropa membranas e 30 g'lde
sacarose (Figura 2).

Para a densidade estomatica, ndo houve diferegigiativa tanto para a face
abaxial quanto para adaxial das folhas, a 5% dkapitidade pelo teste F. ou seja,
mesmo nos tratamentos submetidos a atmosfera etidgueom CQ@ ndo houve

reducdo da densidade estomatic&timgera elatiorcv. Porcelana. Foram encontrados
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estbmatos em ambas as faces da folha, no entamntoprfstatado menor nidmero de

estdbmatos na porgéo adaxial, quando comparada;agabaxial.
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Figura 2. Pigmentos fotossintéticos em folhas de plantastiiegera elatior cv.
Porcelana alongadas e enraizamasitro aos 45 dias em diferentes concentragcbes de
CO, e condicBes de crescimento (tampas com e sem rapate concentrcbes de
sacarose)A) clorofila a; (B) clorofila b; (C) clorofilas totais{D) carotenoides. Médias
seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pedte tde Tukey, a 5% de

probabilidade.

Caracteristicas morfologicas, anatbmicas e histofjoas das folhas de plantas de
Etlingera elatior cv. Porcelana, diferem entre csgamentos
O enriguecimento de COo tipo de vedacdo e a concentracdo de sacarose,

ocasionaram mudancas significativas nas caradtadstie crescimento das plantas de
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Etlingera elatior (Figura 3). Quando se utilizou membranas permsaeeigases,
juntamente com o0 aumento da concentragao interfaQdena atmosfera interna dos
frascos, houve incremento do crescimento tanto @mlicbes fotoautotréficas quanto
em fotomixotroficas.

Foi possivel observar, que nas plantas cultivadafascos vedados com tampa
sem membranas (Figura 3A; 3B), apesar da formaghoattes, suas folhas néo
desenvolveram nervuras proeminentes quando congsaraduelas mantidas em
condicOes fotomixotroficas ou fotoautotroficas.eda condicdes fotoautotroficas, com
enriquecimento de CQ(360 ou 1000 pmol mdlde CQ) e auséncia de sacarose, foi
possivel observar menor enraizamento nas plantativaclds sob condi¢des
fotoautotroéficas (Figura 3C; 3D). Em direcdo oppstan condicbes fotomixotroficas,
sob enriquecimento de G@ na presenca de sacarose, foi possivel obsdardaap com

maior enraizamento e com nervuras mais aparentesi@sfolhas (Figura 3E-3H).

Figura 3. Plantas deEtlingera elatior cv. Porcelana aos 45 dias de cultimovitro
durante alongamento e enraizamento em diferentesentracdes de G360 e 1000
umol mol') e condicdes de crescimento (tipos de vedacdo neeotraces de

sascarose)(A) Tampa sem membranas + 15 ¢ He sacarose(B) Tampa sem
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membranas + 30 gLde sacarose(C) T4 - 360 pmol met CO, + tampa com
membranas + 0 gt sacarose(D) T10 - 1000 pmol mdi CO, + tampa com
membranas + 0 g'tsacarose(E) T5 - 360 pmol mat CO, + tampa com membranas +
15 g L* sacarose(F) T11 - 1000 pmol mdi CO, + tampa com membranas + 15§ L
sacarose(G) T6 - 360 pmol mat CO, + tampa com membranas + 30 § $acarose;
(H) T12 - 1000 pmol mal CO, + tampa com membranas + 30 § $acarose. Barras:
A-H: 10 mm.

Constatou-se epidermes abaxial e adaxial, pamwaguclorofilianos palicadico
e lacunoso, estdmatos, camaras subestomaticaipgda@sculares (floema e xilema) e
idioblastos nas folhas das plantasaténgera elatiorcv. Porcelana submetidas a todos
os tratamentos (Figura 4). Entretanto, foi possiobtervar diferencas entre os
tratamentos, demonstrando mudancas anatomicastmaues foliar das plantas. O
enriguecimento da atmosfera com £© a utilizacdo de tampas com membranas
permeaveis a gases, ocasionaram diferencas nmaistescular das folhas @#lingera
elatior. Quando foram utilizadas tampas sem membranameasadicdo de sacarose,
houve reduzida sobrevivéncia das plantas, devidievdada porcentagem de oxidacéo
observada nesses tratamentos.

No sistema convencional de cultivo, com a adicadosalearose ao meio de
cultura em frascos com tampas sem membranas (F@d#4D), no mesofilo séo
observados maiores espacos intercelulares, maworginizacdo dos parénquimas
clorofilianos (sem diferenciacdo aparente entrparénquimas palicadico e lacunoso),
reduzida nervura mediana, quando comparado com emsnas células de plantas
cultivadas em frascos contendo meio de cultura sacarose e vedados com tampas
com membranas (Figura 4E-4P). Em frascos vedadodamopas com membranas e na
auséncia de sacarose ao meio de cultura, tambéam fetectadas desorganizacao dos
parénquimas clorofilianos, espacos intercelularparemtes, embora com nervura
mediana desenvolvida e elevada vascularizacao régigia-4H). O enriquecimento de
CO, (360 ou 1000 pmol md) resultou na producdo de folhas com elevada
vascularizagédo, nervura mediana bem proeminené¥a@b grau de organizagdo e
diferenciacdo dos parénquimas clorofilianos, e rielhsz espacos intercelulares, em
comparacdo com plantas cultivadas no sistema coiwvehode propagacdm vitro

(Figura 41-4P). Com excecéo de plantas cultivagasezipientes com meio de cultura
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acrescido de 30 g'lde sacarose, com tampas com membranas e 1000matioCO;,
em que foi observada nervura mediana menor, ema@ggo com as folhas de plantas
cultivadas em 360 pumol mbICO, (Figura 4P), sendo semelhante aos tratamentos

convencionais de cultivos com tampa rigida e pigsee sacarose (Figura 4A-4D).
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Figura 4. Seccdes transversais da por¢cao mediana de fothadadtas dectlingera
elatior cv. Porcelana durante a fase de alongamento e&zamento aos 45 dias de
cultivo in vitro, em diferentes concentracbes de,Q®60 e 1000 pmol md) e
condicOes de crescimento (tipos de vedacédo e ctvacéas de sacaros@-B) Tampa
sem membranas + 15 g'lde sacaros€C-D) Tampa sem membranas + 30 § de
sacarose(E-F) T4 - 360 pmol mét CO, + tampa com membranas + 0 § facarose;
(G-H) T10 - 1000 pmol mdi CO, + tampa com membranas + 0 § sacarosefl-J)
T5 - 360 pmol mot CO, + tampa com membranas + 15 g sacarose(K-L) T11 -
1000 pmol mot CO, + tampa com membranas + 15 ¢ sacarose(M-N) T6 - 360
umol mol* CO, + tampa com membranas + 30 ( $acarosefO-P) T12 - 1000 pumol
mol* CO, + tampa com membranas + 30 Q $acaroseA, C, E, G, |, J detalhes das
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laminas foliaresB, D, F, H, J, L detalhe da nervura mediana. Ab: face abaxial da
epiderme; Ad: face adaxial da epiderme; Id: idistdaPp: parénquima pali¢cadico; St:

estbmato; Sp: parénquima lacunoso; Vb: sistemanlas®arras: A-P: 100 um.

Testes histoquimicos indicaram a presenca de cdogpds reserva nas células
do mesofilo das folhas detlingera elatior No teste de azul de toluidina e lugol (Figura
5.1; 5.5; 5.9; 5.13; 5.17; 5.21; 5.25; 5.29), foramdenciados grdos de amido no
mesofilo, principalmente ao redor dos feixes vased, sendo possivel observar apenas
nos tratamentos T6, T11 e T12 (Figura 5.21; 5.259,5espectivamente). No entanto,
para o tratamento T11, também foram observadoss gil@oamido distribuidos nos
parénquimas palicadico e lacunoso (Figura 5.25).

Confirmou-se a presenca de corpos lipidicos arnzaizen no interior dos
idioblastos, a partir do teste de sudan Black, semtontrados nas folhas de todos os
tratamentos (Figura 5.2; 5.6; 5.10; 5.14; 5.18255226; 5.30). Corpos protéicos foram
evidenciados pela reacdo positiva para o teste Fe nd qual foram corados de
vermelho e se encontravam distribuidos no mesgfitmcipalmente nas células ao
redor dos feixes vasculares e no parénquima paigdéigura 5.3; 5.7; 5.11; 5.15;
5.19; 5.23; 5.27; 5.31). Foi possivel observar @eagegativa para carboidratos gerais
nas folhas dé&tlingera elatior a partir do teste de PAS em todos os trataméhrigsra
5.4;5.8; 5.12; 5.16; 5.20; 5.24; 5.28; 5.32).

29



A.T./Lugol SUDAN BLACK XP PAS

30



Figura 5. Estudo histoquimico de secc¢fes de folhas de plaetBdingera elatiorcv.
Porcelana, aos 45 dias de cultivovitro, durante alongamento e enraizamento em
caixas de ventilacdo forcada de ar (360 e 1000 pmoot) em diferentes sistemas de
vedacdo e concentracfes de sacarose. SeccOeztsaisyla porcdo media de folhas
submetidas ao azul de toluidina e lu@fgl5; 9; 13; 17; 21; 25; 29)21, 25 e 2%eacgao
positiva para amido, evidenciada pela coloragcéa;remdan Black, reagéo positiva para
lipidios pela coloracdo enegrecida dos idioblag®ys6; 10; 14; 18; 22; 26; 3Q)
xylidine Ponceau, evidenciando reacdo positiva ammos protéicos corados de
vermelho(3; 7; 11; 15; 19; 23; 27; 3%)e PAS, com reacdo negativa para carboidratos
gerais(4; 8; 12; 16; 20; 24; 28; 32)Ab: face abaxial da epiderme; Ad: face adaxial da
epiderme; Am: amido; Id: idioblasto; Pp: parénquipeicadico; St: estdbmato; Sp:

parénquima lacunoso; Vb: sistema vascular. Batr@2: 100 um.

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

Para a variavel porcentagem de sobrevivéncia daggsl a aclimatizacdo, foi
possivel observar que plantas submetidas aos gatasnT6 (360 pmol molCO; +
tampa com membrana + 30 ¢ kacarose); T11 (1000 pmol moCO, + tampa com
membrana + 15 gt sacarose); e T12 (1000 pmol M&@O, + tampa com membrana +
30 g L* sacarose) ndo diferiram entre si a 5% de sigmificd alcancando médias de
50; 75 e 75% de sobrevivéncia, respectivamenteuk&i§; Figura 7). No entanto, os

demais tratamentos ndo sobreviveram as condicOesesidlas de aclimatizacéo.
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Figura 6. Porcentagem de sobrevivéncia a aclimatizacdo tadap deEtlingera
elatior cv. Porcelana, apos 45 dias de cultiovitro em diferentes concentragdes de
CO; e condicdes de crescimento (tipos de vedacédo ewtvacdo de sacarose). Médias

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

probabilidade.

Figura 7. Plantas dekEtlingera elatior cv. Porcelana provenientes de cultivovitro
durante 45 dias de alongamento e enraizamento fementies concentracdes de £O

(360 e 1000 pmol md) e condicdes de crescimento (tipos de vedacdo eentacdes
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de sacarose), aos 30 dias de aclimatizacdo emdeagagetacaqA) T6 - 360 pmol
mol* CO, + tampa com membranas + 30 § &acarose(B) T11 - 1000 pmol mél
CO, + tampa com membranas + 15 § sacarose(C) T12 - 1000 pmol mél CO, +

tampa com membranas + 30 é $acarose. Barras: 10 mm.
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DISCUSSAO

A atmosfera enriquecida com g@@nelhora o crescimento in vitro de plantas de
Etlingera elatior cv. Porcelana, durante a fase dengamento e enraizamento in vitro

Esse trabalho descreve pela primeira vez o efeiendquecimento de GOsob
ventilagdo forcada de ar, na propagaigéwitro de Etlingera elatiorcv. Porcelana. O
emprego de concentracdes de,C€dm ou sem sacarose no meio de cultura, e @épo
vedacédo dos frascos (com ou sem membranas permeagases), resultou em plantas
com diferencas evidentes nos parametros de cresumeéuando se utilizou
membranas permeaveis a gases associada ao enrigogride CQ (principalmente
1000 pmol mot de CQ), constatou-se melhora no crescimento das plaeas
condicbes fotomixotroficas, principalmente quandcaf propagadas em meio MS
suplementado com 15 g'lde sacarose (Figura 1, 6 e 7).

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

O crescimento e desenvolvimento das plantas prddsin vitro sdo afetados
pela trocas gasosas entre 0 meio interno e extemfrascos (Zobayed, 2006; Saldanha
et al., 2012; Saldanha et al., 2013). O uso de mammab porosas a gases no culiivo
vitro, resulta em plantas maiores e mais vigorosas, maior altura e acumulo de
biomassa, taxas de crescimento e fotossintética elavadas, estdbmatos normais e
funcionais, folhas e raizes maiores e mais deseidasl, além de aumentar a absorcao
de nutrientes e estimular o metabolismo secundRilzeiro et al., 2009; Arigita et al.,
2010; Kozai, 2010; Badr et al.,, 2011; larema et 2012; Saldanha et al., 2013;
Saldanha et al., 2014).

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

sistema convencional de cultivo vitro (Nguyen et al., 1999). O mesmo foi observado
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no presente trabalho, em que a massa fresca ddaagfai superior sob concentragao
de 1000 pmol mdi de CQ com o uso de membranas permeaveis a gases. J§sa ma
seca das plantas foi maior sob suplementacdo @e306g L[* de sacarose ao meio de
cultura, independente do tipo de vedacdo utilizabderente do observado por
Saldanha et al. (2012), em que 0 uso de membramasgsoa gases aumentou 0 peso
seco da parte aérea faffia glomerataPara Mohamed e Alsadon (2010) o maior peso
seco das plantas deapsicum annunfoi observado sob enriquecimento deGfde
pode ter aumentado a atividade fotossintética ldadas.

No presente trabalho, o uso de membranas porosgases favoreceu o
crescimento das plantas, tanto em condigbes fotndificas quanto em
fotoautotréficas sob elevadas concentracdes dg €&ndo o mesmo observado para
Pfaffia glomerata por larema et al. (2012) e Saldanha et al. (20M8) entanto, o
sistema fotomixotroéfico, em condi¢des de enriquecitan de CQassociado a adicdo de
carboidrato (15 ou 30 gLde sacarose), favoreceu o melhor desenvolvimeotom

fisioldgico de plantas de bastdo-do-imperador.

Atmosfera enriquecida com GQ@Qumenta os pigmentos fotossintéticos de plantas de
Etlingera elatior cv. Porcelana durante a fase dengamento e enraizamento in vitro

A variavel pigmentos fotossintéticos € um bom iadmr do estado funcional do
aparato fotossintético das plantas (Alvarez eféll2). No presente trabalho, atmosfera
enriquecida com 360 e 1000 pmol fhale CQ, uso de tampas com membranas
porosas e meio de cultura suplementado com 15 @ 130 de sacarose promoveram
elevados valores de pigmentos fotossintéticos dfilar a, b, clorofilas totais e
carotenoides). O mesmo foi observado feasea americanano qual a reducédo de
sacarose juntamente com o enriquecimento de (@@00 pumol mot), promoveram
elevacdo dos pigmentos fotossintéticos (clorofia b, totais e carotenoides),
aumentando a taxa fotossintética das plantas pidekifDe La Vifia et al., 1999). Em
Pfaffia glomerata também foi observado maior teor de pigmentos émosfera
enriguecida com C§£ indicando que essa condicdo estimula o cresconent
fotoautotréfico das plantas (Saldanha et al., 2@Hlanha et al., 2014). P&alanum
tuberosum o estimulo da fotossintese em condi¢cdes fotomtifioas proporcionou
aumento dos pigmentos fotossintéticos, sendo dep&mddo enriquecimento da
atmosfera com C§da reducéo da concentracdo de sacarose no meidtaiea (20 g L

') e da utilizacdo de membranas permeaveis a gis#med & Alsadon, 2010). Em

35



Coffea arabustatambém foi observado maior teor de clorofila emndigdes
fotomixotroéficas (Afreen et al., 2002).

Alguns autores relatam que em condi¢cdes fotoautcasif o uso da
concentracdo ideal de G@ssociada a utilizacdo de membranas porosas s geselta
em aumento da taxa fotossintética e consequententintcrescimento das plantas
(Kozai, 2010; Cha-Um et al.,, 2011). O aumento dasas gasosas proporciona
aumento na biossintese de pigmentos das folhaszdadin vitro (lvanova & Staden,
2010; Mohamed & Alsadon, 2011; Saldanha et al.220Ror outro lado, em frascos
com trocas gasosas reduzidas ocorre decréscimgpigimentos fotossintéticos, sendo
observadas menores perdas de umidade e acumulila® €Zobayed et al., 1999;
Chanemougasoundharam et al., 2004; Saldanha @0&R). Com isso, o reduzido teor
de pigmentos fotossintéticos pode comprometer empsnho das plantas durante a

aclimatizagaex vitra

Caracteristicas morfologicas, anatdmicas e histogoas das folhas de plantas de
Etlingera elatior cv. Porcelana, diferem entre cstamentos

Para bastdo-do-imperador, foram observadas mudaaasmatomia foliar no
processo de alongamento e enraizamentotro em diferentes concentragbes de,CO
sacarose e tipos de vedacdo. Em condi¢cOes fotamitoais, com enriquecimento de
CO,, presenca de sacarose (15 ou 30'pd frascos com tampas contendo membranas
permedaveis a gases, foram produzidas plantas nggigogas, com maior enraizamento
e folhas mais desenvolvidas e com nervuras maie@es. Saldanha et al. (2013),
relataram que a concentracdo de,CfOpresenca de membranas porosas e a adicdo de
sacarose no meio de cultura, levaram importantesagbes anatdémicas nas folhas de
Pfaffia glomerata Nas condi¢cdes de trocas gasosas, sdo produzaassplvigorosas
com estruturas anatdmicas diferenciadas, quandopamamas aquelas obtidas no
sistema convencional de propagadaovitro (Ribeiro et al.,, 2009), em que séo
produzidas plantas de morfologia, anatomia e bgia@ anormais (Mohamed &
Alsadon, 2010).

A utilizacdo de membranas porosas associada astgasosas produz células e
tecidos mais diferenciados e organizados (Zobayedl.e 2001a) conduz maior
deposicdo de parede celular na superficie das sfollséstema vascular mais
desenvolvido (Mills et al., 2004), parénquimas gadico e lacunoso mais definidos

(Zobayed et al., 2001b), beneficiando a morfogénesétro das plantas, aumentando
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assim, a taxa de sobrevivéncia durante o processactimatizagaoex vitra Ao
contrario, na propagacdo vitro convencional, sdo produzidas plantas com epiderme
irregular; espacos intercelulares no mesofilo ecamara subestomatica, reduzida
diferenciacdo do mesofilo e dos tecidos vasculaespciada a pequena deposicao de
cuticula e parede celular, resultando em uma estrabais delgada, portanto mais facil
de sofrer danos mecanicos (Ribeiro et al., 2009arkz et al., 2012; Saldanha et al.,
2013). Dessa forma, folhas anatomicamente bem delsétas, oriundas de mudas
cultivadas em frascos com membranas e em meio M8sado de reduzida
concentracdo de sacarose aumentardao a sobreviv@asa plantas durante a
aclimatizacaaex vitro(Mohamed & Alsadon, 2010), devido também a maigodigao

de cera epicuticular em ambas as superficies de fel melhor funcionamento dos
estbmatos (Yoon et al., 2009). Isso por que, entersds fotoautotrofico ou
fotomixotroéfico, o enriquecimento de G@otencializa a producdo em larga escala das
plantas, reduzindo as perdas devido a desidrataggoentando assim, a porcentagem
de sobrevivéncia em condi¢ces vitro(Saldanha et al., 2013).

Semelhante ao descrito no presente trabalho, ndmasfotle espécies de
Zingiberaceae € comum a presenca de idioblastoermmtcompostos lipofilicos,
dispostos no parénquima clorofiliano. Essas estasttaambém foram observadas em
Alpinia zerumbetAlbuquerque & Neves, 2004; Victorio et al., 20ElgmHedychium
coronarium(Martins et al., 2010), cultivadas em condi¢cdesalapo.

O numero de estdmatos e o funcionamento estom#titoal sdo caracteristicas
importantes para a sobrevivéncia das plantas negsocde aclimatizacao (Ribeiro et
al., 2009). No presente trabalho, ndo houve difereastatistica para a variavel
densidade estomatica entre os tratamentos. No entmt muitos trabalhos, pode-se
observar diferencas quanto a densidade estomaticaiftsentes espécies estudadas.
Por exemplo, emSolanum melongen& Solanum tuberosuma maior densidade
estomatica foi constatada em frascos completamwdados (Ribeiro et al., 2009;
Mohamed & Alsadon, 2010). Ja eBrassica oleraceaobservaram-se densidade
estomatica 1,3 maior nas folhas das plantas cddsaem frascos com membranas
porosas a gases (Zobayed et al., 2001b). Ptaffia glomerata ocorreu reducao da
densidade estomatica em condi¢cdes de enriquecinden®Q e membranas porosas a
gases (Saldanha et al., 2013). Ja Saldanha e2(dl4) relatam que notavelmente a

epiderme abaxial foi mais responsiva aos tratansedfeaCQ (360 e 1000 pmol md).
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A propagacéaan vitro de plantas em sistema convencional, sob elevadiadm
relativa e baixa concentracdo de £-@ode proporcionar maior producdo de estématos,
no entanto esses ndo sao funcionais (Zobayed &0abD; Mohamed & Alsadon, 2010).
Sob condi¢des de enriquecimento de,@rescimento das plantas pode modificar a
densidade estomatica, podendo aumentar, diminuip@wnanecer inalterada, em
comparagao com plantas cultivadas em concentrag€€s) ambiente (Saldanha et al.,
2013).

Atmosfera enriquecida com GQumenta a sobrevivéncia de plantas de Etlingera
elatior cv. Porcelana em condigdes ex vitro

Plantas de bastdo-do-imperador submetidas a cosdieie vitrq foram
aclimatizadas apenas em recipientes plasticos mbmtesubstrato, sem qualquer
prevencédo da perda de umidade. Esse procedimenteaizado com o objetivo de
observar se as plantas que estavam submetidasaqoeldicoes tiveram algum ganho
morfofisioldgico, e assim, serem capazes de supaotastresse quando transferidas das
condicOesin vitro paraex vitra Nessas condi¢cfes, apenas as plantas submetislas ao
tratamentos com enriquecimento de,G860 ou 1000 pmol md) e adicéo de sacarose
ao meio de cultura e uso de tampas com membragad {IL e T12) sobreviveram as
condicOes de aclimatizac&x vitra O uso de tampas com membranas porosas a gases
tem efeito positivo durante a aclimatizacdo dastpkex vitrg aumentando a taxa de
sobrevivéncia (Shim et al., 2003; Zobayed, 2006safdz et al., 2012), devido ao
estimulo da capacidade fotossintética das plarazaf, 2010; Xiao et al., 2011;
Alvarez et al., 2012).

No presente trabalho, nesses mesmos tratamentosT{I6e T12) os testes
histoquimicos evidenciaram graos de amido distlilsiino mesofilo e ao redor dos
feixes vasculares, resultado da fotossintese agl@ia durante as condi¢dasvitro sob
enriguecimento de GOsendo os mesmos tratamentos que sobreviveramnds;des
de aclimatizacdex vitra Outros autores relatam a presenca de amido aperaste a
aclimatizacacex vitro de plantas que passaram pelo enriquecimento ge(\3idn et
al., 2009). Em muitas plantas o enriquecimento @g €st4 associado ao aumento da
atividade fotossintética, comprovado a partir daomguantidade de clorofila, b e
totais (Suthar et al., 2009), com isso, ocorrermn&gao de graos de amido nas folhas
das plantas (Yoon et al., 2009), aumentando odeatarboidratos. A suplementacao

exdgena de sacarose aumenta a producdo de rederaasido em plantas propagadas
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in vitro, favorecendo a transferéncia para condigéesvitrq e assim, acelerando
adaptacdes fisioldgicas e 0 sucesso da aclimatiZz¥gion et al., 2009).

Em Azadirachta indicao uso de membranas porosas a gases possibilitou o
aumento da qualidade de brotos, pois diminuiu aréooia de clorose e senescéncia
foliar, elevou o enraizamento das mudas, aumentass$om, a taxa de sobrevivéncia na
aclimatizacao para 80% (Rodrigues et al., 2012né&mo foi observado no presente
trabalho, em que foram observadas porcentagem devedgincia de plantas de bastao-
do-imperador de 50, 75 e 75% (T6, T11 e T12, rasf@@uente).

No sistema convencional de propagagauitro, pode ocorrer elevadas taxas de
mortalidade das plantas durante a fase de acliatdiiz A elevada adicdo de sacarose
adicionada ao meio de cultura é uma das causagjparaso ocorra (Badr et al., 2011).
Por essa razéo, a utilizacdo de plantakttiegera elatiorcv. Porcelana cultivadas sob
enriquecimento de GQ1000 umol mat), utilizacdo de membranas permedveis a gases
e meio de cultura suplementado com 15 4 é ideal para fase de alongamento e
enraizamenton vitro das plantas, o que ira aumentar a sobrevivéndss dieirante a
aclimatizacaex vitra

Apoés o estabelecimento de protocolo de fotomix@rdéEtlingera elatiorcv.
Porcelana espera-se melhorar o desempenho da dagmcifotossintética e o
crescimento das plantas produzidas, e a partiprdaiover maior da sobrevivéncia das
plantas apos a transferéncia das condi¢co@s \de&o paraex vitra

Este é o primeiro estudo sobre a producdo de mael&llingera elatior cv.
Porcelana sob atmosfera enriquecida com, @@ diferentes concentragdes de sacarose
e tipos de vedacado dos frascos de cultivo, senderaéidas mudancas primordiais na
anatomia das folhas das plantas produzidas emuwaddesses tratamentos, buscando
identificar quais caracteristicas as plantas dewgmresentar para se aproximarem
daquelas produzidas sob condi¢des naturais de campo

Os resultados do presente estudo revelam que cromdo fotomixotréfico do
bastdo-do-imperador ‘Porcelana’ pode ser realizadoenriquecimento de GQ1000
umol molY), vedados com membranas porosas a gases e sulsnetid meio MS
acrescido de 15 gL de sacarose, sendo alcancadas as melhores respesta
alongamento e enraizamembovitro das plantas, o que ird aumentar a sobrevivénsia da

plantas durante aclimatizacér vitra
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CAPITULO I

Caracterizacdo anatdémica da embriogénese somaticae danturio ‘Eidibel’

[Anthurium andraeanum (Linden ex André)] (Araceae)

Resumo -A caracterizacdo das alteracdes cito-histologicasrentes em explantes
cultivadosin vitro tem permitido melhor entendimento e elucidacéo @giasacdo de
competéncia e inducdo de eventos morfogénioositro. Todavia, paraAnthurium
(anturio) essa informacao ainda é inexistente teeatura. Desta forma, objetivou-se a
caracterizacdo estrutural e histoquimica da origemo padrdo de divisdo celular
durante a inducdo da embriogénese somética indamtaantario. Como explantes,
foram utilizados segmentos nodais cultivados enoretrik, com 10 uM de ANA, 100
mg L™ de mio-inositol, 2% de sacarose e solidificado &#fng L* de agar Merck As
culturas foram mantidas em sala de crescimentmpe®atura de 2% 2 °C, por 90 dias
no escuro. A embriogénese somatica ocorreu a phatcélulas do meristema axilar.
Aos 15 dias de cultivo, observaram-se inicio da sdwi celular. Aos 30 dias
observaram-se divisbes celulares no sentido peaictla protoderme e periclinais e
anticlinais do meristema axilar. A partir dos 4@gitambém foi possivel observar
divisbes celulares periclinais e anticlinais no istema axilar, e formacédo do
procambio nos calos embriogénicos. Aos 55 diasvisualizada a formacdo de
embrides sométicos, com protoderme bem delimitadzales embriogénicos com
presenca de procambio. Aos 90 dias, foram eviddasi®&mbribes sométicos com
estrutura completamente definida (protoderme egonb). Os testes histoquimicos
indicaram presenca de graos de amido apenas ndascdb meristema axilar quando
comecaram as divisdes celulares no meristema axlas calos embriogénicos
observaram-se corpos protéicos e grdos de amidesEeasultados revelaram a origem
embriogénica e as mudancas que ocorrem durantdesisntiés etapas da inducédo de

embriogénese somatica em anturio.

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

mobilizacdo de reservas
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Anatomical characterization of somatic embryogenesiof anthurium ‘Eidibel’
[Anthurium andraeanum (Linden ex André)] (Araceae)

Abstract — Characterization of cytohistological changes odogrin explants cultured
in vitro has been elucidated the acquisition of competenu# the induction of
morphogenic events vitro. However, for anthurium this information is staicking in
the literature. Therefore, it was aimed the stmattand histochemical characterization
of the origin and pattern of cell division duringdirect somatic embryogenesis
induction in anthurium. Nodal segments were usedxgdants and cultured on Pierik
medium with 10 uM NAA, 100 mg £ myo-inositol, 2% of sucrose and solidified with
6.5 g L* agar Merck™. Cultures were maintained in growth room at#28°C for 90
days in the dark. Somatic embryogenesis occuri@d frells of the axillary meristem.
After 15 days of culture, was observed the begigmihcell division. At 30 days, were
observed cell divisions in the periclinal directionprotoderm and in periclinal and
anticlinal direction in axillary meristem. From days, was also observed periclinal and
anticlinal cell divisions in axillary meristem, ang@grocambium formation in
embryogenic callus. At 55 days, the formation afhatic embryos with well-defined
protoderm and embryogenic callus with the presefiggocambium were observed. At
90 days, somatic embryos with completely defineducstire (protoderm and
procambium) were detected. The histochemical teslisated the presence of starch
grains only when started cell divisions startethere. In embryogenic callus there were
proteic bodies and starch grains. These resultes $he embryogenic origin and the
changes that occur during different stages of semamnbryogenesis induction in

anthurium.

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

mobilization
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INTRODUCAO

O géneroAnthurium Schott. (Araceae) é constituido por plantas hedec
tropicais, epifitas ou hemiepifitas e nativas dgides quentes da Ameérica Tropical
(Castro et al., 2004; Tombolato et al., 2004; Néwal., 2006; Liendo & Mogollén,
2009; Maira et al., 2010). A maioria das 600 eg®ailo génercAnthurium é
ornamental e, dentre essas, cerca de 130 ocorrefrasl (Castro et al., 2004;
Tombolato et al., 2004; Pinheiro et al., 2014). pkscipais espécies cultivadas pelo
elevado valor das hastes florais sdédrghurium andraeanune o A. scherzerianum
(Martin et al., 2003), sendo importante fonte deleeem diversos paises.

O Anthurium andraeanunsobrepuja as demais espécies do seu género pela
preferéncia do publico devido ao tamanho e a cofmradas bracteas de suas
inflorescéncias, bem como pela durabilidade pdkeita (em média de 20 a 30 dias,
podendo alcancar 40 dias), tornando-se uma dasiespiesse género mais cultivadas
como flor de corte e plantas de vaso (Castro e2@0D4; Junqueira & Peetz, 2008; Assis
et al., 2011). QAnthurium andraeanunav. Eidibel é uma planta vigorosa, de porte
meédio, crescimento rapido, com espata cordiformdadeanho médio, com textura
grossa e boa enervacao, de coloracdo vermelhodatpadice branca (Tombolato et
al., 2004). Tais caracteristicas possibilitaram guriltivar Eidibel se tornasse a mais
cultivada em todo o Brasil (Tombolato et al., 20Ddnqueira & Peetz, 2008).

Grande parte das mudas de anturio disponiveis nmoaoh® é produzida por
técnicas de cultura de tecidos (Maira et al., 204&do principalmente propagado por
organogénese indireta a partir de segmentos fsli@erik et al., 1974; Pierik, 1975;
Tombolato & Quirino, 1996; Nhut et al., 2006; Ata& Celik, 2009; Liendo &
Mogollén, 2009). A embriogénese somaticaAahuriumfoi descrita a partir da década
de 90, em explantes de folha (Kuehnle et al., 19¢jie et al., 2006; Duquenne et al.,
2007; Bautista et al., 2008; Beyramizade et al.,82@nheiro et al., 2014), peciolo,
raiz, segmento nodal e internodal (Fitch et all,22@Pinheiro et al., 2014). O segmento
nodal € o explante mais indicado para a inducdcembriogénese somatica em
Anthurium andraeanurov. Eidibel (Pinheiro et al., 2014).

A embriogénese somatica € uma técnica por meio dhugna Unica célula
vegetal ou grupo de células da origem ao embriddBoo, uma estrutura bipolar
organizada, sem conexdes com o tecido maternop saendologicamente semelhante
ao embrido zigotico (Gaj, 2004; Ma et al., 2012cakitara et al., 2014). Além de ser
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uma ferramenta bastante Gtil em sistemas de progagda vitro, a embriogénese
somatica apresenta grandes vantagens para o deseevdo de diferentes pesquisas
em plantas (Ninkoviet al., 2010), como: producédo de sementes siagtanservacao
de germoplasma por criopreservacdo; manipulacaétigan pelo desenvolvimento de
plantas transgénicas, entre outras (Quiroz-Figuet@h, 2006; Bakhshaie et al., 2010;
Capelo et al., 2010; Khan et al., 2010; Ming-Hu&én-Rong, 2010; Parimalan et al.,
2010; Sen-Rong & Ming-Hua, 2012). A producdo denfaa pela técnica da
embriogénese somatica € aplicada com sucesso paeragdo de muitas espécies
(Yang et al., 2010), devido ao eficiente sistempmelucido de plantas em larga escala
(Pinto et al., 2011; Rocha et al., 2012). Além aliss embriogénese somatica é um
sistema ideal para estudo das caracteristicas logidas, fisiologicas, moleculares e
bioquimicas envolvidas durante a diferenciacéolaelZakizadeh et al., 2010; You et
al., 2011; Rocha et al., 2012).

A descricdo das alteracdes celulares que ocorrerandura embriogénese
somatica pode levar a conhecimentos relevantegnderimportante base para os
estudos citados anteriormente. Existe a necessidadeonfirmar a morfologia das
células a fim de distinguir células competentes digugue falharam durante a resposta
embriogénica (Jalil et al., 2008). Estudos anatémie ultraestruturais tém contribuido
para a compreensao dos mecanismos basicos enwlvadaquisicdo de competéncia
embriogénica e no progresso das fases especifecasntiriogénese somatica (Jalil et
al., 2008; Maciel et al., 2010; Rocha et al., 2018 os testes histoquimicos tém
permitido observar a mobilizacdo das reservas tei@embriogénese somatica (Rocha
et al., 2012).

Estudos histolégicos tém sido utilizados para assara transicdo de células
somaticas em embriogénicas de muitas espécies, Camellia japonica(Barciela &
Vieitez, 1993),Carica papaya(Fernando et al., 2001§lycine max(Fernando et al.,
2002), Vitis vinifera (Jayasankar et al., 2003J,ocos nucifera(Sdenz et al., 2006),
Phoenix dactylifera(Sané et al., 2006)Capsicum chinenséSantana-Buzzy et al.,
2009),Acrocomia aculeat§Moura et al., 2008; Moura et al., 201Musaspp. (Jalil et
al., 2008; Xu et al., 2011Passiflora cincinnatgdRocha et al., 2012), entre outras.

Dados sobre as caracteristicas estruturais dadodie embriogénese somética
de Anthurium andraeanune suas caracteristicas ainda sdo escassos, éspatéa

quanto as caracteristicas anatdmicas, histoquimieasultraestruturais. Esses
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conhecimentos fornecerdo informacdes relevantgeralesso de diferenciacao celular
e da formacgéo dos embrides somaticoAmthurium

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaii origem e o padrédo de
divisdo celular durante a inducdo da embriogéneseatica indireta a partir de
segmentos nodais denthurium andraeanurav. Eidibel, para determinar as alteragbes
estruturais e o0 acumulo de reservas envolvidos ntira ontogénese dos calos

embriogénicos.
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MATERIAL E METODOS

Material vegetal e condi¢des de cultivo

Como material vegetal, foram utilizados segmentoslais de Anthurium
andraeanumcv. Eidibel previamente estabelecidasvitro a partir da organogénese
indireta de folhas jovens, seguindo a metodologigsta por Tombolato et al. (1998),
sendo cedidas pelo Instituto Agronémico (IAC), eanminas.

ApOs o estabelecimenio vitro da cultura, as plantas foram subcultivadas a cada
30 dias, em meio contendo macro, micronutrientegagninas Pierik (Pierik, 1976),
acrescido de 4,44 uM de 6-benziladenina (BA), Ml de &cidoa-naftalenoacético
(ANA), 2% de sacarose, 100 mg de mio-inositol e solidificado com 6,5 ¢'lde agar
Merck® (Darmstadt, Alemanha). O pH foi ajustado para Sa8feriormente a
autoclavagem a 12%C e 1,5 atm por 15 minutos. O material vegetalnfiaintido em
sala de crescimento, com temperatura de+23 °C, fotoperiodo de 16 horas e
irradiancia de 36 pmol fis™ a partir de duas lampadas fluorescentes (Luz do Dia
Especial, 40 W, Osram, Brazil).

Inducdo de embriogénese somatica

Seguindo a metodologia proposta por Pinheiro et28l14) para a inducéo de
embriogénese somética ednthurium andraeanurav. Eidibel, segmentos nodais com
aproximadamente 1,0 cm de comprimento contendo gema (meristema axilar)
(Figura 1A), foram inoculados, sob condi¢cdes ass#Eptem placas de Petri de 90 x 15
mm (J. Prolab, Curitiba, Brazil) contendo 25 mLndeio Pierik acrescido de 10 uM de
ANA, 2% de sacarose, 100 m@ lde mio-inositol e solidificado com 6,5 ¢'lde agar
Merck® e o pH ajustado para 5,8, e autoclavado &®C24 1,5 atm, por 15 minutos. Em
cada placa de Petri foram inoculados nove segmewnidais dispostos horizontalmente
na superficie do meio. As culturas foram mantidassala de crescimento no escuro, a
temperatura de 25 +°Z, por 90 dias.

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

de imagens acoplado (modelo Olympus E-330).
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Preparo das amostras para analises histolégicas

Para os estudos anatdomicos e ultraestruturais dmicgy@nese somatica em
Anthurium andraeanupexplantes de segmentos nodais foram coletada@sla @nco
dias apos a inoculacdo em meio de inducdo da eg@mése somatica. As amostras
foram fixadas em solugdo de Karnovsky modificaddutégaldeido 2,5% e
paraformaldeido 2,5% em tampd&o cacodilato 0,05H/7 j2) (Karnovsky, 1965).

Microscopia de luz

Para os estudos anatbmicos e histoquimicos amdstaass aos 0, 5, 10, 15,
20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 e 90 dias (trés aawypor data) foram desidratadas em
série etilica e incluidas em metacrilato (Historedieica Instruments, Heidelberg,
Alemanha). Para montagem das laminas, cortes lahgéis de 5 pm foram obtidos em
microtomo rotativo de avanco automatico (RM2255,icée Microsystems Inc.,
Deerfield, EUA). Para a caracterizagado estrutiaalamostras foram mantidas por 10
minutos e coradas com azul de toluidina pH 4,4 (i&b& Mccully, 1981). Para a
caracterizacdo histoquimica, os cortes longitudindas amostras fixadas foram
submetidos ao sudan black B, para evidenciar a&pgasde corpos lipidicos; ao &cido
peridédico/reagente de Schiff (PAS), para carader& presenca de polissacarideos
gerais (Feder & O'brien, 1968); lugol, para evidanamido; xylidine Ponceau (XP),
para deteccao de proteinas totais (Vidal, 197Vg&remelho de ruténio para comprovar a
presenca de substancias pécticas (Rawlins & TakaH£52).

A captura de imagens foi realizada utilizando fatsoscopio (AX70TRF,

Olympus Optical, Téquio, Japado) equipado com @siatU-Photo.

Microscopia eletronica de varredura

As amostras, fixadas aos 0, 15, 30, 55 e 90 diads &mostras por data) apos
inducdo da embriogénese somaética, foram desidstmasérie acetdnica até acetona
100%. Os fragmentos foram secos ao ponto critigigzatdo-se CQ(CPD 030, Bal-
Tec, Balzers, Alemanha) e, posteriormente, metddigacom ouro (FDU 010 Bal-Tec,
Balzers, Liechtenstein). As observacdes e a doctag@n fotografica foram conduzidas
utilizando o microscoépio eletrénico de varredur&dl1430 VP, Zeiss, Cambridge,

Reino Unido), e todas as imagens foram processhgisamente.
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Microscopia eletronica de transmissao

Para analise ultraestrutural, trés amostras de ealbsiogénicos, fixadas aos 90
dias apos inducdo da embriogénese somatica, fobarfiyxadas com tetréxido de 6smio
1% em tampdao fosfato 0,05 M, desidratadas em s@e¢Onica até acetona 100%,
infiltradas e polimerizadas em resina epoxi (SpL®69). Seccdes ultrafinas de 70 nm
de espessura foram obtidas em ultramicrotomo (LEIC&, Leica Microsystemsinc.,
USA) e contrastadas com acetato de uranila e @ittatchumbo (Reynolds, 1963). As
observacoes e a documentacao fotografica foramueatas em microscépio eletrénico
de transmissdo (EM900, Zeiss, Germany) em 50 k\gseamostras processadas

digitalmente.
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RESULTADOS

AlteracBes morfohistolégicas dos segmentos nodaiente a inducdo de embriogénese
somatica

A embriogénese somatica eAmthurium andraeanunocorreu no meristema
axilar, permanecendo intacta a epiderme dos segm@widais. Foi possivel observar
que a inducdo da embriogénese somética é assic&r@uis observou-se o inicio da
diferenciacdo celular do meristema axilar nos difegs tempos de cultivo,
possivelmente devido a constante producdo de ersbsématicos provenientes do
meristema axilar.

O segmento nodal possui uma bainha que revesteistenea axilar (Figura 1A,
1B). Em seccao longitudinal, no tempo zero foi pedobservar que o segmento nodal
possui meristema axilar e sistema vascular (Figa Sendo o mesmo observado aos
5 dias de cultivo (dados né&o ilustrados).

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

Aos 30 dias, observaram-se divisdes celulares nuidse periclinal da
protoderme e periclinais e anticlinais do meristearéar, caracterizando o inicio da
formacdo das massas embriogénicas (Figura 1F)s Essacteristicas também foram
observadas aos 25 e 35 dias (dados néo ilustrados).

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

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

Aos 90 dias de inducdo de embriogénese somaticereoam novas divisdes
celulares e aumento do tamanho dos calos embrmg®de coloracdo amarela (Figura
1J), sendo evidenciados embrides somaticos (FidiKkg com delimitacdo da

protoderme, e presenca de rafides, inerente aiesffégura 1L), além de citoplasma
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denso, nucleos volumosos, nucléolos proeminentgsiré-1M), acimulo de grdos de
amido nos plastidios (amiloplastos), reticulo enasplatico rugoso, parede celular e

mitocondrias (Figura 1N).
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Figura 1. Inducdo de culturas embriogénicas em segmentosisnaldaAnthurium
andraeanumcv. Eidibel. caracterizada mediante microscopiduzee eletrbnicas de
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varredura e transmissafA, B) Segmento nodal com presenca de meristema axilar
(circulo) antes do cultiven vitro em meio Pierik com 10 uM de ANA [tempo Q)
Explante inicial, segmento nodal, evidenciandoes@nca de meristema axilar e tecido
vascular [0 dias]{D) Segmento nodal com intumescimento do meristemarajib
dias]; E) Intumescimento do meristema axilar, evidenciandiwio das divisdes
celulares, com presenca de tecido vascular [15];d{& Divisdes periclinais na
formacédo da protoderme e divisGes celulares (jesisl e anticlinais) do meristema
axilar, com tecido vascular evidente [30 dig§}) Aumento das divisdes celulares e
inicio da formacgéo de procambio dos calos embriag&n{40 dias];(H) Segmento
nodal com formacao de calos embriogénicos a pdotmeristema axilar [55 diad)
Embrides globulares com protoderme bem delimitagaoeambio evidente [55 dias];
(J) Segmento nodal formando calos embriogénico em Rieidk com 10 uM de ANA
[90 dias]; (K) Zona embriogénica [90 dias{L.) Embrides globulares evidenciando
protoderme e presenca de rafides [90 di@d); Embrido globular com protoderme,
nacleos maiores e nucléolos proeminentes (circaltplasma denso [90 diag]N)
Embrido compreendendo células com nucleo e nuclétioplasma denso contendo
mitocdndrias, reticulo endoplasmatico, parede eelwlastidio e grdos de amido [90
dias]. a: amido; Cd: divisbes celulares; Cw: pareglalar; Eb: calo embriogénico; Lm:
bainha; Mi: mitocéndria; Ns: segmento nodal; Sbristema axilar intumescido; p:
plastidio; Pc: procambio; Pt: protoderme; Rer:ctét endoplasmatico rugoso; Rp:
rafide; N: nucleo; Nu: nucléolo; Vb: sistema vascuBarras: A: 100 um; J: 1000 pm;
B-I: 100 um; K; L: 100 pm; M: 10 pm; N: 1 pm.

Caracterizacdo histoquimica da inducdo de embriegérsomatica

Testes histoquimicos indicaram a presenca de cdogpds reserva nas células
do paréngquima de preenchimento do segmento naaslcélulas em diferenciacdo do
meristema axilar e em calos embriogénicos. Em todqeeriodos analisados ndo houve
intensificacdo dos reagentes sudan black B, parposdlipidicos (Figura 2F-J), e
vermelho de ruténio, para pectatos (Figura 3A-#&)td no meristema axilar quanto nos
calos embriogénicos. Observou-se a reagao com ilrde ruténio apenas associada
ao tecido parenquimatico dos segmentos nodais.

No tempo zero, antes da inoculacdo do explante eso me inducdo de

embriogénese somatica, foi possivel identificarresgnca de grédos de amido nas
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células do tecido parenquimatico do segmento nditakntanto, ndo foram observados
gréos de amido nas células do meristema axilarjrovados pela reacdo negativa aos
testes de lugol e PAS (Figura 2A; 3F, respectivae)eitao foi evidenciada a presenca
de proteinas totais pela reacédo negativa ao XRir@K).

O surgimento de grdos de amido no meristema agitardivisdo foi gradual,
aumentando em quantidade e em tamanho duranteot@docesso. Aos 15 dias, em
meio de inducdo de embriogénese somatica, foramtifidadas células do tecido
parenquimatico com presenca de graos de amidoutasé&@m divisdo do meristema
axilar com pequenos graos de amido, evidenciaddss gestes de lugol e PAS,
confirmando a reacgdo positiva (Figura 2B; 3G, respamente), e auséncia de
proteinas totais (Figura 2L).

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

Aos 55 dias, foi observada a presenca de pequegos de amido em elevada
guantidade, nas células do calos embriogénicosiro@tfa pelos testes de lugol e PAS
(Figura 2D; 3, respectivamente). Constatou-se tambeacao positiva para proteinas
totais nas células embriogénicas, em que as pesjureciasdes foram coradas com XP
(Figura 2N).

Aos 90 dias, foram identificados graos de amidonder tamanho e em elevada
quantidade nas células dos calos embriogénicosidqueomparados com os demais
periodos de cultivin vitro (Figura 2E; 3J, respectivamente). Neste periodugejmas
totais foram evidenciadas na porcdo mais internacalo embriogénico, quando
evidenciados com XP (Figura 20).

Nos calos embriogénicos, foram observados graesnido e granulos na forma
de proteinas totais, porém n&o foram identificactmpos lipidicos. A quantidade de
graos de amido foi aumentando gradativamente duraninducdo de embriogénese
somatica, sendo iniciada durante as divisbes cehilgue ocorreram no meristema
axilar no 18 dia. As proteinas totais foram identificadas apena fase de calo

embriogénico, sendo gradativamente intensificada$a e 90 dias.
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Figura 2. Estudo histoquimico durante a inducdo de cultunalsriegénicas a partir de
segmentos nodais denthurium andraeanurmyv. Eidibel, analisados nos tempo$A)

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

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

procambio; Pt: protoderme; Rp: rafide; Vb: sisterascular. Barras 100 um.
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Figura 3. Estudo histoquimico durante a inducdo de cultunabriegénicas em
segmentos nodais denthurium andraeanumv. Eidibel, analisados nos tempo$A)
F), 15(B; G), 30(C; H), 55(D; 1) e 90 diaqE; J). Seccdes longitudinais submetidas
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ao vermelho de ruténio, com reagdo negativa partngs(A. B. C. D. E) e ao acido
periddico/reagente de Schiff - PAB, G, H, I. J). (F) Reacé&o positiva para graos de
amido nas células do tecido parenquimatico (cijcalmegativa no meristema axilar;
(G-H) Reacédo positiva para graos de amido nas célulaseaddo parenquimatico
(circulo) e no meristema axilar, corados ao testePAS;(I-J) reacdo positiva para
amido nos calos embriogénicos, corados ao tesA&& Ab: gema axilar; Am: graos
de amido; Eb: calo embriogénico; Cd: divisdes eetd; Du: drusa; Pc: procambio; Pt:

protoderme; Rp: rafide; Vb: sistema vascular. Bat@0 pum.
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DISCUSSAO

Alteracdes estruturais da inducéo da embriogénesgasica

Em Anthurium andraeanurov. Eidibel, a utilizacdo do meio Pierik com 10 uM
de ANA promoveu a inducéo de embriogénese somaticaegmentos nodais (Pinheiro
et al., 2014) com a possibilidade de maturacdceddsites soméaticos (Pinheiro et al.,
2013). No entanto, até o momento, a analise ontogéia inducdo de embriogénese
somatica ainda néo havia sido descrita, especiaddmsm que se refere aos aspectos
estruturais e ultraestruturais.

No presente trabalho foi observado que a inducé@nm®iogénese soméatica em
Anthurium andraeanurg assincrénica, pois em todos os tempos de cutiivoossivel
observar o inicio de desdiferenciacdo do meristarilar para a formacdo de calos
embriogénicos. O mesmo ocorreu durante o estudogénico da embriogénese
somatica deEuterpe oleraceaa partir de embrides zigéticos, sendo observada a
diferenciacdo de embrides somaticos em diferend&fgies de maturagdo, além da
formacdo de embriogénese somatica secundéaria (@obkki-Pereira et al., 2012),
demonstrando assim, que as células podem adgoimp&téncia em diferentes tempos
de exposicdo dos tecidos ao meio de cultura adeest@ reguladores de crescimento,
adquirindo atividade meristematica. Quando as aglaldquirem essa atividade, sao
chamadas de células competentes (Rocha et al.).2012

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

A embriogénese somatica é um processo no qual oroa célula vegetal ou um
grupo de células d& origem ao embrido somatico @taniy et al., 2012). Assim como
no presente trabalho, eButerpe oleracedaoi observada a formagao multicelular,
evoluindo para calos embriogénicos e posterior &gdo de embrides somaticos

(Scherwinski-Pereira et al., 2012). Isso ocorrevidiea diferenciacdo das células dos
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calos embriogénicos e a sua rediferenciacdo emogrdp células, indicando padréo
multicelular na origem dos embrides somaticos (Rettzd., 2012).

Mobilizacao de reservas durante a embriogénese scana

Compostos de reserva, como carboidratos, lipidioa proteinas podem ser
espécie especifica. Como fontes iniciais, em etithddneas sdo encontrados
principalmente lipidios e proteinas, ja em mondedfineas, normalmente sé&o
encontrados carboidratos e proteinas (Bewley &Bla894; Rocha et al., 2012). O que
corrobora com os resultados do presente trabalh®,catbs embriogénicos foram
encontrados amiloplastos e proteinas, caractersstie monocotiledéneas.

O amido no interior celular tem a capacidade dedoer energia para as células
em divisdo e posterior formacao de calos embri@g&niBarciela & Vieitez, 1993). No
presente estudo, foram constatados amiloplastos géims de amido maiores nas
células do tecido parenquimatico proximas ao n@riat axilar, e a medida que
ocorreram divisdes celulares, foram observados pegugrdos de amido no interior
das células em divisdo. Barciela e Vieitez (19%3ataram também que em células
embriogénicas ocorre acumulo de amido, no entagno, grdos menores, quando
comparado aqueles presentes no parénquima, condpypela intensidade de reacdo
do PAS. EnmEuterpe oleracedambém foi observada a presenca de graos de amido e
células sem caracteristicas embriogénicas locakzadaximas aquelas regibes onde
ocorriam divisdes celulares (Scherwinski-Pereiral ¢22012). EmAcrocomia aculeata
o armazenamento de graos de amido também ocorirdippfmente nas células
internas do explante, proximas das regides de datelivisdo celular (Moura et al.,
2008). Os calos embriogénicos possuiam amiloplastosentanto, esses nao eram
abundantes nem distribuidos uniformemente por tadalulas embriogénicas (Moura
et al., 2010), diferentemente do presente trabalim, qual foram observados
amiloplastos em grande quantidade distribuidosotmémente por todas as células dos
calos embriogénicos. O armazenamento de amido émasémbriogénicas ou em
células adjacentes € um fenbmeno que normalmeditsaia aquisicdo de competéncia
a embriogénese somatica (Moura et al., 2008).

Em Anthurium andraeanurfoi possivel identificar a presenca de proteingsg
apenas nos calos embriogénicos, e auséncia des®eslog durante as divisdes
celulares do meristema axilar. A proporcdo de aslidom niveis significativos de

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

Sané et al. (2006) demonstraram que o acumulo desgde amido e de
proteinas foi reduzindo nas fases mais tardiasrdaiegénese. O mesmo foi observado
em Passiflora cincinnatano qual os corpos proteicos foram rapidamentswoidos
durante o restante do processo embriogénico (Reichla, 2012). No presente trabalho,
durante a inducdo da embriogénese somatica, fobseradas proteinas totais apenas
em fase de calos embriogénicos. Provavelmente tampeéderia ser observado
consumo durante as etapas seguintes de maturaggerngnacdo dos embrides
somaticos.

Os testes com sudan black B e vermelho de rutérant utilizados para
identificar corpos lipidicos e pectinas, respectigate, durante a inducdo de
embriogénese somatica dathurium andraeanuniNo entanto, ndo foram observados
corpos lipidicos nem pectinas nas células em divis8mesmo em calos embriogénicos
de Anthurium andraeanumObservou-se a reacdo com vermelho de ruténioaapen
associada ao tecido parenquimatico dos segment@ssn@iferente do observado em
Musa spp., no qual foram observados pectinas secretalasucilagem, cobrindo os
calos embriogénicos bem como os embries somddeost al., 2011).

As andlises realizadas revelaram a origem e asmpadaue ocorrem durante as
diferentes etapas da inducdo de embriogénese san&t Anthurium andraeanum
ampliando a compreensdo desse processo. Estetadesufornecem contribuicdes
importantes para futuros estudos, como a identficade genes marcadores da
embriogénese somatica, indicando quais os tipagates que adquirem competéncia
embriogénica em resposta as condi¢cdes de cultiguags 0os genes sao expressos

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

(Araceae)

Resumo - Os genesSERK (SOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR-LIKE
KINASB, podem estar envolvidos em varios processos siengelvimento das plantas.
O monitoramento da expressdo de ge&3teRKpode fornecer informacgdes tanto sobre a
aquisicdo de competéncia dos tecidos quanto dodiestde desenvolvimento
embriogénico. Dessa forma, o objetivo inicial desseudo foi isolar e caracterizar
transcritos deSERKexpressos durante a embriogénese somatica a garsegmentos
nodais e avaliar o padrao de expressao duransses fle inducéo e maturacéo de calos
embriogénicos dénthurium andraeanungv. Eidibel. Para isso, calos embriogénicos
aos 55 dias em meio de inducéo, foram utilizadoa patracédo do RNA total. O cDNA
fita simples foi sintetizado e utilizado como moldara amplificacdo da sequéncia
codante, utilizando-se seis combinacdes de prindexgenerados. Os fragmentos
amplificados de tamanhos esperados foram purificatiogel, ligados em vetor e
inseridos em células ultracompetentes. A sequéaiazida, de aminoacidos de uma
ORF contendo 382 aminoacidos, foi comparada coteimas SERK de outras espécies
depositadas no banco de dados NCBI, incluindo wgaéncia parcial danthurium
andraeanum observada elevada similaridade, confirmada tambgeta analise
filogenética. A andlise em seccdes longitudinais dmges de segmentos nodais de
anturio hibridizadosn situ, com sonda antisenso (positivo), demonstrou gsi@al da
expressdo dSERKaumenta gradativamente, tendo sinal fraco nasasalio meristema
axilar e forte em células de calos embriogénicasads 65 dias de maturacdo, nao
houve sinal da expressdo 8&RK Dessa forma, sugere-se que a expressao do gene
SERKesta associada com a indugdo de embriogéneseisamnstgerindo que esse
mecanismo seja conservado. Os resultados indicamesges sequéncias podem ser
utilizadas para monitorar a transicdo de célulaspebemtes em células e tecidos

embriogénicos dAnthurium andraeanum

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

Abstract - The SERK (SOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR-LIKE KINASE
genes can be involved in various processes of glamélopment. The monitoring of
expressionSERK can provide information about the acquisition a@impetence of
tissues or the stage of embryonic development.efbes, the aim of this study was to
isolate and characterize transcripts of SERK ex@eésiuring somatic embryogenesis
from nodal segment sand evaluate the expressioterpatiuring induction and
maturation of embryogenic callus @nthurium andraeanuncv. Eidibel. For this,
embryogenic callus 55 days on induction medium,ewgsed for extraction of total
RNA. The single-stranded cDNA was synthesized asdduas template for the
amplification of the coding sequence, using six borations of degenerate primers.
The amplified fragments of expected size were geifipd, linked in the vector and
inserted into ultra-competent cells. The deducefuiesece, of an open reading frame
with 382 amino acids, was compared with SERK pnsteif other species deposited in
the NCBI database, including a partial sequenc@&rdghurium andraeanumshowing
high similarity, which was also shown by phylogeneanalysis. The analysis on
longitudinal sections of nodal segments of anthurinmeitu hybridized with antisense
probe (positive control), shown that the expreseibBERKsignal increases gradually
with weak signal in axillary meristem cells andosiy signal in cells of embryogenic
callus. After 65 days of maturation, there was igo ®f the expression @ERK Thus,

it is suggested that the expression of 8teRKgene is related with the induction of
somatic embryogenesis, suggesting that this mesitmaims conserved. These results
suggest that these sequences can be used to mih@itoompetent cells transition to

embryogenic tissues and cellsAfthurium andraeanum

Keywords: Gene expression, phylogens,situ hybridization.
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INTRODUCAO

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

Dentre as principais cultivares danthurium andraeanum destaca-se a
‘Eidibel’, sendo plantas produtivas, de crescimerépido, com inflorescéncias de
coloracéo vermelho forte e espadice branca, fagssss que possibilitaram tornar esta
cultivar como a mais cultivada em todo o Brasilibmlato et al., 2004; Junqueira &
Peetz, 2008).

Atualmente, as mudas dos anturios disponiveis moade sdo produzidos por
técnicas de cultura de tecidos (Maira et al., 2@1@) partir da década de 90, vem se
utilizando, como forma de propagagéovitro, a embriogénese somatica. Para isso, tem
sido utilizados como explantes, folhas, peciolaiges, segmentos nodais e internodais
(Kuehnle et al., 1992; Hamidah et al., 1997; Wasfial., 2006; Duquenne et al., 2007;
Bautista et al., 2008; Beyramizade et al., 200&hFet al., 2011; Pinheiro et al. 2014),
dependendo do gendtipo. O segmento nodal € o @égpitaais indicado para a inducéo
de embriogénese somatica émthurium andraeanuncv. Eidibel (Pinheiro et al.,
2014).

A embriogénese somatica oferece grandes vantageamesenvolvimento de
diferentes pesquisas em plantas (Ninkaoet al., 2010), sendo aplicada também com
sucesso em sistemas de regeneracdo de diversasiesspéang et al., 2010).
Comparativamente as demais técnicas de culturaaidos, a embriogénese somética
permite a producdo em larga escala de plantasipgitaedo reduzir significativamente
0 custo por unidade de muda produzida. Além diasembriogénese somatica é um
sistema ideal para estudo de eventos morfolégifisglogicos, bioquimicos e
moleculares que ocorrem durante o processo de egémese em plantas superiores
(Zakizadeh et al., 2010; You et al., 2011).
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A embriogénese soméatica é um sistema de propagaqgawo de plantas, que
requer sinalizagdo hormonal para induzir a formadé&oembrido somatico, com
estrutura bipolar organizada, capaz de formar uraatglcompleta, sem fusdo de
gametas (Yang et al., 2010; Ma et al., 2012). Dierarembriogénese somatica ocorrem
alteracdes bioquimicas e morfoldégicas em respostaléeracdes nos padrbes de
expressao génica (Santos et al., 2005). No entanbase molecular dos mecanismos
genéticos que regula a propriedade de competéranigbdogénese em células vegetais
ainda ndo esta totalmente elucidada (Santa-Catatimh, 2004; Pérez-Nuiiez et al.,
2009; Ma et al., 2012).

A partir da utilizagcdo de marcadores molecularefadocalizacdo de células
competentes, foi possivel complementar os métodmicionais de identificacdo de
células envolvidas na formacao de embrides sonsatiechmidt et al., 1997).

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

Os genes da familBERKtém, como produto, proteinas do tipo RLIRe¢eptor-
Like Protein Kinasecom dominio extracelular rico em leucina (LRReucine-Rich
Repeat (Li, 2010; Nolan et al., 2011). Essa subfamil@a mroteinas quinase, LRR-
RLKs, é caracterizada por um dominio extracelutan gelo menos cinco motivos
LRR, um dominio transmembrana e um dominio de pratquinase intracelular, que
desempenha importante papel no controle de um apipliesso do desenvolvimento
em plantas (Cock et al., 2002; Ma et al., 2012).

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

da porcdo C-terminal (Nolan et al., 2011).

78



O primeiro homologo deSERK foi isolado em culturas embriogénicas de
Daucus carotgd DcSERHK, sendo caracterizado como um gene marcador diasé&om
caracteristicas embriogénicas (Schmidt et al., 198 seguida, varios genes da
familia SERKforam isolados em outras espécies de gimnospepudsg;otiledbneas e
monocotileddneas, comdtSERK1a AtSERK5de Arabidopsisthaliana (Hecht et al.,
2001),ZmSERKIa ZmSERK3e Zea maygBaudino et al., 2001; Zhang et al., 2011),
MtSERK1a MtSERK6e MtSERKL 1la MtSERKL3deMedicago truncatulgNolan et al.,
2003; Nolan et al., 2009; Nolan et al., 20HaSERKde Helianthus annuugThomas
et al., 2004), TcSERKde Theobroma caca@Santos et al., 2005FitSERK1de Citrus
unshiu(Shimada et al., 200%)sSERK10sSERK2 OsBISERKIde Oryza sativa(Hu
et al., 2005; Ito et al., 2005; Song et al., 20@&k et al., 2011 S5tSERK1de Solanum
tuberosum(Sharma et al., 2008)aSERK1a TaSERK3e Triticum aestivun(Singla et
al., 2008)VvSERK1a VvVSERK3e Vitis vinifera (Schellenbaum et al., 2008; Maillot et
al., 2009),CnSERKde Cocos nucifergPérez-Nufiez et al., 200WMaSERK1de Musa
acuminata(Huang et al., 2010RhSERKI1a RhSERK4de Rosa hybridaZakizadeh et
al., 2010), CpSERK1e CpSERK2de Cyclamen persicumSavona et al. 2012),
AcSERK1de Ananas comosu@Ma et al., 2012)AaSERK1de Araucaria angustifolia
(Steiner et al., 2012), RISERK3dePrunus incisgBen Mahmoud et al., 2013).

No presente estudo, foi isolado e caracterizadepeessdo de um homologo de
SERK durante a inducdo e maturacdo de calos embriagg&nde Anthurium
andraeanumcv. Eidibel. O relacionamento filogenético com nbeos de outras
espécies sugere que AanSERK seja um possivel gotdlesse gene relacionado com a
embriogénese somatica, podendo também estar etiwobmn diferentes fungcbes ao

longo do desenvolvimento da planta.
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MATERIAL E METODOS

Material vegetal e condi¢des de cultivo

Utilizaram-se, como material vegetal, plantas Atghurium andraeanuncv.
Eidibel previamente estabelecidasvitro por organogénese indireta a partir de folhas
jovens, seguindo a metodologia proposta por Tonbaal. (1998), sendo as culturas
cedidas pelo Instituto Agronémico, em Campinas (IJAC

As culturas foram subcultivadas a cada 30 diagu(gi 2A), em meio contendo
macro, micronutrientes e vitaminas Pierik (PiefiR/6), acrescido de 4,44 uM de 6-
benziladenina (BA), 0,54 uM de &cido naftalenoace{ANA), 2% de sacarose, 100
mg L de mio-inositol e solidificado com 6,5 g'lLde agar Merck (Darmstadt,
Alemanha). O pH foi ajustado para 5,8, anteriormentutoclavagem a 12C e 1,5
atm por 15 minutos. O material vegetal foi manteln sala de crescimento, com
fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 25°C, irradiancia luminosa de 36 pmofm
s,
Inducdo de embriogénese somatica

Seguindo a metodologia proposta por Pinheiro .e28i14) para a inducéo de
embriogénese somatica émthurium andraeanurov. Eidibel, os explantes, segmentos
nodais com aproximadamente 1,0 cm de comprimenitecdo uma gema (meristema
axilar) (Figura 2B), foram inoculados em placas Riri 90 x 15 mm (J. Prolab,
Curitiba, Brasil) contendo 25 mL de meio Pierikesmido de 10 uM de ANA, 2% de
sacarose, 100 mg“Lde mio-inositol e solidificado com 6,5 g'Lde &gar Merck
(Darmstadt, Alemanha) e o pH ajustado para 5,8t@ckvado a 12iC e 1,5 atm, por
15 minutos. Em cada placa de Petri foram inoculadomszontalmente, nove segmentos
nodais, sendo mantidos por 90 dias para a induc&alde embriogénicos (Figura 2C).
As culturas foram mantidas em sala de crescimerdogscuro, com temperatura de
25+ 2°C.

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

de imagens acoplado (modelo Olympus E-330).
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Maturagdo de embrides soméaticos

Seguindo a metodologia de Pinheiro et al. (20483 p maturacdo dos embrides
somaticos dé&nthurium andraeanumepdés a inducdo de embriogénese somatica cerca
de 90 mg de calos embriogénicos foram transferigols, condicdes assépticas, para
Erlenmeyers (125 mL), contendo 25 mL de meio liqurderik acrescido de 0,47 uM
de 6-furfuril-aminopurina (cinetina), 2% de sacar0$00 mg [* de mio-inositol e
solidificado com 6,5 g £ de agar Merck (Darmstadt, Alemanha). O pH foi ajustado
para 5,8, e autoclavado a 1%Z1e 1,5 atm por 15 minutos. As culturas foram nalasti
por 65 dias em mesa agitadora (100 rpm), no esamosala de crescimento, com
temperatura de 25 +°€.

Microscopia de luz

Para os estudos anatdmicos, as amostras fixad&s 46s25, 30, 35, 40, 55, 90
dias em meio de indugdo de embriogénese sométiean fdesidratadas em série etilica
e incluidas em metacrilato (Historesin, Leica mstents, Heidelberg, Alemanha). Para
montagem das laminas, cortes longitudinais de 5fpnamm obtidos em micrétomo
rotativo de avan¢o automatico (RM2255, Leica Migstems Inc., Deerfield, EUA).
Para a caracterizagdo estrutural, as amostras foramidas por 10 minutos e coradas
com azul de toluidina pH 4,4 (O’brien & Mccully, 89). A captura de imagens foi
realizada utilizando fotomicroscopio (AX70TRF, Olgus Optical, Téquio, Japao)

equipado com o sistema de camera U-Photo.

Clonagem e caracterizacédo do gerfsERK de Anthurium andraeanum

Extracdo, quantificacdo e verificacao da integridattieRNA total

O RNA total foi extraido a partir de calos embéogos, com 55 dias em meio
de inducdo de embriogénese, utilizando Tris-Re8g&uda amostra, com 500 mg de
material, foi macerada em nitrogénio liquido, corauxilio de gral e pistilo (livre de
RNAse) e imediatamente colocadas em tubos EppéhderfL,5 mL contendo 500 pL
de Tris-Reagent. Em seguida foram adicionados 5@aulmistura de cloroférmio e
alcool isoamilico (24:1, v/v). A amostra foi homag&ada, seguindo-se de incubacao
em gelo por cinco minutos e centrifugacéo a 1210 por 20 minutos a 4 °C. Apos
centrifugacdo, o sobrenadante foi recolhido para navo tubo Eppenddtf

adicionando o mesmo volume de isopropanol a amagsara a precipitacdo do RNA.
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Apo6s uma hora de incubacéo a 4 °C, a amostravadlaem 1 mL de etanol 70% (livre
de RNAse) e centrifugada por 15 minutos a 12.000 ept°C; o sobrenadante foi
descartado e os tubos foram mantidos em capelaxaeléminar, para a evaporagcéao do
excesso de etanol 70% e secagem do sedimento. Buid&e o sedimento foi
ressuspendido em 300 pL de agua com dietil pirocatbo(DEPC, Sigma) e mantido
em geladeira a 4 °C.
A quantificacdo do RNA foi realizada em NanoDro@-8000 (NanoDrop

Technologies TM) com absorbancia de 260 nm; eagiitade das amostras verificada

por eletroforese em gel de agarose a 1,2% (livieNlase).

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

Para a sintese de cDNA fita simples, 3 pg de RN& ®1 pL de oligo(dT), 1
puL de dNTP e 10 pL de dgua DEPC, em volume total2i@L, foram incubados a
65 °C por cinco minutos, em seguida, mantidos eno geor dois minutos.
Posteriormente, foram adicionados 4 pL do tamp&sintese de primeira fita de DNA,
2 puL de mistura de dNTPs (10 mM, cada) e 1 pL (3008 enzima transcriptase
reversa (SuperScript Reverse transcriptasénvitroged™), conforme recomendacées
do fabricante. A reacao ocorreu em ciclo de 42 d@wte 50 minutos, em seguida, por
15 minutos a 70 °C para a inativacdo da enziméizagla no termociclador (Biocycler

MJ25). O cDNA foi armazenado a -20 °C até o momeotaso.

Amplificacao, purificacao e clonagem da sequénomiftccadora de SERK

O cDNA sintetizado a partir de RNA total de calosbeiogénicos, foi utilizado
como molde para a amplificacdo das sequéncias icadiifas deSERK expresso
durante a embriogénese somaticafemthurium andraeanunPara amplificacdo, foram
utilizadas combinacgbes de iniciadores degeneradsenthados por Baudino et al.
(2001) nas seguintes combinacgdes: S5/S1; S5/S3158A/S2; S3/S1 e S3/S2 (Tabela
1; Figura 1).
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Tabela 1. Iniciadores degenerados utilizados para amplifioago geneSERK em
cDNA de Anthurium andraeanuma partir de calos embriogénicos com 55 dias em
meio de inducédo da embriogénese somatica, e adacab na proteina (Baudino et al.,
2001).

- a Dominio

Iniciadores  Sequéncia
estrutural

S1 5TGTHACRTGGGTRTCCTTGTARTCCAT3 Dominio quinase
(exon VII)

S2 5'CGRTGMACWGCCATRCTIATCAT3’ Dominio quinase
(exon 1II)

S3 5'GTGAAYCCTTGCACATGGTTYCATGT3 Ziper de leucina

S4 5'CCMTGYCCIGGATCTCCCCITTT3 SSP

S5 5ATGCACTSACYAATATYACWACYCTTCAAG3 LRR

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

leucina; SPP = Regiao rica em prolina.

S3 S5 S4
B .
LIS LRR E Quinase |C

S2 S1
Figura 1. Estrutura geral de gené&3ERK e posicdo dos indicadores degenerados

utilizados na amplificacdo. PS = Peptideo sinaP A Ziper de leucina; LRR =
Repeticbes ricas em leucina; SPP = Regido rica ealing;, TM = dominio
transmembrana; C = Regido C terminal. Modificad®dadino et al. (2001).

A reacdo de cadeia da polimerase (PG®lymerase Chain Reactipocorreu
em volume final de 25 pL, contendo 2,0 uL de cDN&Reentrado, 2,5 pL de tampéo
10x, 0,5 pL de dNTPs (10 mM), 0,75 puL de Mg(@EO mM), 1 uL de primer direto, 1
uL de primer reverso, 0,2 pL de Platiftifaq DNA polimerase (InvitrogéM) e 17,05
puL de agua milli-Q. Foi utilizado o seguinte prageade amplificacdo: desnaturacao a
95 °C por cinco minutos, seguido de 35 ciclos a®%1 minuto), 50 °C (1 minuto),
72 °C (1 minuto), e uma extensao final a 72 °C @aco minutos. Os produtos da

amplificacéo foram analisados por eletroforese ehug agarose 1,0%.
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Os fragmentos amplificados foram purificados a ipatb gel de agarose
utilizando o Kit Wizar® SV Gel e PCR clean up (Prom&g&SA), de acordo com as
instrucdes do fabricante.

Apos quantificacdo em Nanodrop ND-1000 (NanoDrophhelogies TM), os
fragmentos foram ligados no vetor pGENI Easy Vector Systems (Prom&g&JSA),
na proporcédo de 3:1 de inserto:vetor, com a enZ#hBNA ligase (Promeda USA),
de acordo com as instrucbes do fabricante. A toamsfcdo emEscherichia coli
(células ultracompetentes D#5 por choque térmico, foi realizada utilizando 12 ga
ligacao (inserto) e 40 uL de células ultracompete(t x 18). Apds incubacéo a 37 °C
por 1 hora, as células foram plagueadas em me#tivgelLB (Sambrook & Russel,
2001) sélido contendo 100 pg fhide ampicilina, 20 ug mt de 5-bromo-4-cloro-3-
indolil-B-d-galactopiranosideo (X-Gal) (Prom&g&SA), 0,1 mM de isopropil-beta-D-
tiogalatopiranosideo (IPTG) (Prom&g&SA) e, posteriormente, incubadas a 37 °C por
aproximadamente 14 horas. Para a confirmacéo darpye do inserto no vetor, o DNA
plasmidial das colénias brancas foi clivado (digeyicom a enzima de restricgodRl
e os fragmentos foram separados por eletroforesgetme agarose 1,0%, e posterior

anélise.

Sequenciamento dos clones e analise das sequéncias

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

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

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

Anthurium andraeanunpara analise dos dominios conservados.

84



Andlise filogenética

O relacionamento filogenético da sequéncia de SEBK Anthurium
andraeanumcom as de outras espécies foi inferido medianterstrucdo de arvores
filogenéticas. As sequéncias obtidas foram alinkadeom sequéncias de
eudicotilebneas, monocotileddneas e gimnospermaspordveis no GenBank
(http://www.ncbi.nih.nim.gov).

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

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

Anthurium andraeanum por hibridizacédo in situ

Coleta e preparo dos tecidos

Foram coletados segmentos nodais com 0, 15, 25353040, 55, 90 dias em
meio de inducdo de embriogénese somatica, e calbsiagénicos com 65 dias em
meio de maturacdo dos embrides somaticos. Os egplaioram coletados em
condigdes livres da acdo de RNAses e imersos itaedémte em solugdo fixadora
(paraformaldeido 4% e glutaraldeido 0,25%, em tanfp&fato de sodio 0,01 M, pH
7,2). As amostras foram submetidas a vacuo porrd, lBotemperatura ambiente. Em
seguida a solucao fixadora foi renovada e as aasofiram mantidas a 4 °C durante a
noite.

No dia seguinte, as amostras foram lavadas em tafopfato de sédio 0,01 M,
pH 7,2 e desidratadas em série etilica (30, 5080085, 90, 95 e 100%), por 1 hora
cada. As amostras foram infiltradas em parafingoldigica (Dinamica, Brasil), sendo
desidratadas em séries crescentes de etanol:agoproporcées 3:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:3,
v/v e xilol puro (duas trocas), sendo que cadasetape a duragédo de, pelo menos, 12
horas. Durante a etapa de xilol puro, as amostrasnf mantidas em estufa a €5
sendo acrescentado parafina. A cada troca foi dagdoa30% da solucao dos frascos e

acrescentado parafina, até a substituicdo completxilol por parafina pura. As
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amostras foram colocadas em formas de papel e,aapdsipleta polimerizacdo, foram
aderidas a suportes de madeira e estocadas.a 4

Seccdes de 10 um foram obtidas em micrétomo rotdévavanco manual Leica
RM2255 (Alemanha) e colocadas em banho-maria cdotégua tratada com DEPC,
aguecida a 42C para distender as seccdes, sendo depois acoratie® sobre laminas
Fisherbran8l (Fisher Scientific), livres de RNAses. Depois @epsocesso, as laminas
foram secas a temperatura ambiente e armazenddf&s até o momento do uso.

Antes da hibridizacéo, a parafina foi removida dasinas em xilol 100% (duas
trocas de cinco minutos, cada), xilol:etanol (/%) por cinco minutos e etanol 100%
(10 minutos). As laminas foram secas a temperaimtziente.

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

Para a sintese da sonda, foi utilizado como moldefragmento de 626 bp,
referente ao clone Aan3 (Tabela 2). O fragmentafoplificado a partir de 10 ng do
DNA plasmidial utilizando os iniciadores T7 e SRtas mesmas condicbes de
amplificacdo ja mencionada anteriormente para gamade PCR. Os produtos
amplificados foram purificados com fenol/cloroféom(1:1), seguido de cloroférmio
puro para remoc¢ao do fenol. A precipitacdo do DNAfdita com acetato de sodio 3 M
(1/10 volumes) e dois volumes de etanol absolusop@dutos foram quantificados em
gel de agarose 1,0% com auxilio do marcador de peslecularLow DNA Mass
Ladder (Invitrogerf). Apés andlise da orientacdo do inserto na seéméncclone
escolhido para a sintese da sonda foi estocaddiegnoj 20% a -80C. Para a sintese
da sonda, foi utilizado 1 pug do produto purificaflasonda de RNA, senso e anti-senso,
foi sintetizada por transcri¢caa vitro, utilizando oDIG RNA Lebeling kit (SP6/T7)
(Roché&), de acordo com as instrucdes do fabricante. Acemmacdo da sonda foi
verificada por eletroforese em gel de agarose 1.2fizando 100 e 200 ng do controle
positivo de RNA marcado do mesikit, e a marcagéo confirmada por dotblot.

Reacdao de hibridizacao

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

aproximadamente 16 horas.

Reacao de pos-hibridizacéo e deteccao imunoldgica

Apos a hibridizagdo, as laminas foram lavadas e@ &§ 2x, 1x e 0,5x 5x (a
partir de solucdo SSC 20X = NaCl 3M, Matrato 0,3M, pH 7,2), cada solucdo por 20
minutos. Em seguida, foram mantidas por cinco romeim tampéao de deteccéao 1 (0,1
M de Tris HCI - pH 7,5; 0,15 M de NaCl) e incubagas 30 minutos em tampao
bloqueadora 2 (tamp&o de deteccdo 1 acrescido deel®&SA). As seccdes foram
novamente lavadas em tampao de deteccdo 1 por mimedos e incubadas durante
uma hora com anticorpénti-Digoxigenina-AP Fab Fragments(Roché&) diluido
1:1.000 em tampéo de deteccdo 1. Apos a sequéadaat lavagens, de 15 minutos
cada, em tampao de deteccéo 1 e uma lavagem aengsinatos em tampao de deteccéo
3 (0,1 M de Tris-HCI pH 7,5; 0,1 M de NaCl; 0,05d¢ MgCh, com pH final ajustado
para 9,5), as seccdes foram incubadas em soluc&oloiecdo contendo 4,5 uL de
BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato) (PromeégaJSA) (0,05 g m*) e 4,5 pL de
NBT (nitrobluetetrazélio) (Prome§aUSA) (0,05 g m[}) em 1 mL de tamp&o 3 por
aproximadamente 40 minutos, no escuro.

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

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

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

Alteracdes estruturais dos segmentos nodais durante inducdo da embriogénese
somatica emAnthurium andraeanum

A embriogénese somatica em plantasAg¢hurium andraeanungFigura 2A)
ocorreu no meristema axilar do segmento nodal (Ri@B) com formacdo de calo
embriogénico (Figura 2C), sem qualquer divisdoaparda epiderme ou das células do
parénquima de preenchimento.

Em seccdes longitudinais, foi possivel observarmsegos nodais com
meristema axilar e sistema vascular (Figura 2D) AB dias em meio de indugao, o
meristema axilar apresentou intumescimento, coowimie diferenciacdo das células da
protoderme e divisdo das células da regido merétean (Figura 2E). Aos 25 dias,
foram observadas inicio das divisbes da protodedmecalo embriogénico e no
meristema axilar, tendo inicio da formag&o dos calobriogénicos (Figura 2F). Aos
35 dias, observaram-se inicio de formacao procdmmoiacalo embriogénico (Figura
2G). Aos 55 dias, foi evidenciada a presenca de embriogénico sem conexao com o
tecido de origem, com presenca de embrido somgtiotoderme e procambio (Figura
2H). Aos 90 dias de inducgédo, foi possivel obsemamento do tamanho do calo
embriogénico, devido as novas divisdes celularesderciando embrides com
delimitacdo de protoderme, procambio, e a preselgcaafides inerente a espécie
(Figura 2I).
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Figura 2. Inducg&o de culturas embriogénicas a partir de satps nodais danthurium
andraeanuncyv. Eidibel.(A) Planta subcultivada a cada 30 dig) Explante inicial:
segmento nodal em tempo zef@) Explante final: calos embriogénicos aos 90 dias de
cultivo em meio de inducagp) Segmento nodal em tempo zero; Segmento nodal aos
15 (E), 25 (F) e 35(G) dias de cultivo com intumescimento das gemas @asetom
intensa divisdo na regido meristemati¢at) Aos 55 dias, calos embriogénicos
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formados, evidenciando embrides globulares commitel¢cdo da protoderme(l)

Embrido somatico aos 90 dias de cultivo com formadd# protoderme, evidenciando
procambio e protoderme. Ab: meristema axilar; Gidlo @mbriogénico. Cd: divisdes
celulares; Eb: embrido somatico; Pc: procambiopRitoderme; Rp: rafide; Sb: gema

intumescida; Vb: sistema vascular. Barras: A-C: p0) D-I: 100 pM.

Clonagem da provavel sequéncia codificadora deSERK em Anthurium
andraeanum

Todas as combinacgdes de iniciadores degeneradiaadds para a amplificacdo
do cDNA deSERKem Anthurium andraeanungTabela 1) geraram fragmentos com
tamanho esperado no gel (Tabela 2). Esses fragmdatasn clonados, sendo
identificados sete clones positivos das combina8&4#S1; S5/S2; S4/S1; S4/S2; S3/S1
e S3/S2, através da analise de restricdo. Os climnasm numerados de 1 a 7. A
combinagdo S3/S1 do clone Aan6, gerou a maior se@é com cerca de,
aproximadamente, 1.239 bp. Ja a combinacdo S5(5@lode Aan3, gerou sequéncia

de, aproximadamente, 626 pb (Tabela 2).

Tabela 2. Tamanho dos fragmentos dos clones positivos do cRi¥Adnthurium

andraeanunobtidos por PCR de acordo com a combinacao deduces.

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

Andlise dos homologos d8ERK por meio das sequéncias de nucleotideos

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

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

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

Andlise da sequéncia de aminoacidos da proteina SERde Anthurium
andraeanum

As sequéncias dos clones dathurium andraeanunforam analisadas pelo
programa ORF Finder (NCBI). Depois disso, foi camisio um cladograma apenas com
as sequéncias denthurium andraeanuyrem que foi demonstrada elevada similaridade
entre as sequéncias de aminoacidos desses cloggsa fdrma, foi selecionado apenas
um clone, o Aan6, com 1.239 pb, que possui Wpan Read Fram¢éORF) de 382
aminoacidos.

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

A sequéncia do clone Aan6 (AanSERK) foi alinhada @osequéncia parcial de
Anthurium andraeanum(AanSERK NCBI), com aproximadamente 1.003 pb,

depositada no banco de dados da NCBI, no quahisieiem parte da regidao quinase e
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finaliza na extremidade C terminal (Figura 3). Airasim, para maiores informacoes
sobre essas regifes, faz-se necessario experinfahioss de RACE 3’ e 5, que dara

extensdo do clone a partir de iniciadores inteaspecificos.
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Figura 3. Comparagdo das sequéncias de aminoacidos dedutidatone Aan6

C terminal

(AanSERK) deAnthurium andraeanuroom homoélogos de SERK disponiveis no banco
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de dados. As sequéncias deduzidas de aminoacidpsotidnas SERK dénthurium
andraeanunparcial (AanSERK NCBI)Arabidopsis thaliangdAtSERK1),0ryza sativa
(OsSERK1), Triticum aestivum(TaSERK1),Medicago truncatulaMtSERK1) e Zea
mays (ZmSERK1) foram alinhadas e os dominios estigt foram indicados por
retangulos abaixo do alinhamento. LRR1-LRR5: doasincontendo os motivos
repetitivos de leucina; SPP: regido rica em proli@aterminal: dominio carboxi-

terminal. “Gaps” incluidos para otimizac&o do almieato sdo indicados por “-".

Andlise filogenética

Realizou-se comparacao filogenética da sequénoigeipa de Anthurium
andraeanum/AanSERK) com seus homodlogos de SERK em outraécespvegetais,
com o intuito de investigar a relacdo entre essateimas. A arvore filogenética foi
construida considerando a sequéncia deduzida deoaonios do clone Aan6
(AanSERK), incluindo os motivos LRR ao dominio cqasa.

Foi observada a formacdo de grupos bem sustentedosteste de Bootstrap
(Figura 4). O clone Aan6 (AanSERK) se agrupou emclado proximo aos diferentes
membros de SERK de monocotiledoneas, c@ea mayyZmSERK1, ZmSERK2 e
ZMSERK3), Triticum aestivum(TaSERK2),Brachypodium distachiuniBdSERK) e
Oryza sativa(OsSERK1). As sequéncias dethurium andraeanunfAanSERK e
AanSERK NCBI) agruparam-se no mesmo clado, sustentam valor Bootstrap de

99%, de acordo com a analise comparativa de seigséigura 4).
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ZMSERK2 (NM_001111662.1)
ZmSERK3 (AJ400870.1)
TaSERK2 JF808018.1)

6 BASERK (XM_003571369.1)

J

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

99l AanSERK parcial (JQ740816.1)
AaSERK1 (GU134964.1)
99! PMSERK1 (FJ872831.1)
CpSERK1 (EF672247.2)
AcSERK1 (HM236375.1)
SPSERK1 (EF623824.1)
SISERK1 (NM_001246937.1)
CnSERK (AY791293.2)
ACcSERK2 (HM236376.1)
| ACSERK3 (HM236377.1)
66| CSSERK (FJ851422.1)
CuSERK1 (AB115767.1)
AtSERK2 (AF384969.1)
DISERK (FJ013227.3)
ss| L] 73 GMSERK1 (FJ014794.1)
| [ MtSERK1 (AY162176.1)
L MhSERK1 (JQ231272.1)
TcSERK (AY570507.1)
™ GhSERK1 (HQ621831.1)
RCSERK1 (HM802242.1)
8 StSERK1 (EF175215.1)
L AtBAK1 (FJ708762.1)

| AtSERK4 (NM_1269565.4)
100 AtSERK5 (NM_126956.3)

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

o MSERKS (HM640003.1)
61 MSERK6 (HM640004.1)

—
0.02

Figura 4. Inferéncia das relacdes filogenéticas entre hogudlaa proteina SERK com
base nas sequéncias parciais de aminoacidos deslu@islaiferentes homadlogos foram
alinhados e foi gerada uma matriz de distancia parsstrucdo do cladograma por
Neighbor-Joining A barra indica 2% de substituicbes nao-sindnin@s. numeros

indicam valores d®ootstrap em porcentagem (1.000 repeticdes), sendo apaekent

apenas valores acima de 50%. O clon@lhurium andraeanuré destacado em azul,
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Aan6 - AanSERK, juntamente com a sequéncia patda@ahesma espécie (AanSERK
NCBI), depositada no banco de dados NCBI. Os ranosizul indicam as sequéncias
de plantas monocotiledéneas de clado proximo, cosecmuéncia de AanSERK. As
letras e nimeros entre parénteses indicam o catigacesso no banco de dados do
NCBI. ZmSERK1, ZmSERK2 e ZmSERK3Zéa mays TaSERK2 Triticum
aestivun), BASERK Brachypodium distachypnOsSERK1 Qryza sativgy AanSERK
NCBI (Anthurium andraeanunAaSERK1 Araucaria angustifoliax PmSERK1 Pinus
massoniang CpSERK1 Cyclamen persicujn AcCSERK1, ACSERK2 e AcSERK3
(Ananas comoslis SpSERK1 $olanum peruvianum SISERK1 Golanum
lycopersicunty CnSERK (Cocos nuciferg CsSERK Citrus sinensis CuSERK1
(Citrus unshi); AtBAK1, AtSERK2, AtSERK4 e AtSERKS5Arabidopsis thaliang
DISERK (Dimocarpus longa) GmSERK1 Glycine ma) MtSERK1, MtSERK2,
MISERK4, MISERKS5 e MtSERK6 Medicago truncatulg MhSERK1 (Malus
hupehensis TcSERK {heobroma cacgp GhSERK1 Gossypium hirsutujn
RcSERK1 Rosa caning StSERK1 Solanum tuberosum

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

Com a finalidade de determinar o padréo de expredss transcritos dSERK
realizou-se a hibridizacéno situ durante a inducdo e maturacdo de embrides somaticos
emAnthurium andraeanum

A analise em seccgdes longitudinais com sonda astisgoositivo), demonstrou
sinal fraco da expressao 88 RKno meristema axilar dos segmentos nodais em tempo
zero (Figura 5A). Aos 15 dias, foi possivel obseryae as células em divisdo foram
fortemente marcadas, juntamente com as célulagaladerme e o sistema vascular
(Figura 5B). Aos 25, 30 e 35 dias observou-se dmrdé da expressdo deERKna
protodeme e nas ceélulas em divisdo do meristemiaraffrigura 5C, 5D e 5E,
respectivamente). Nenhum sinal foi observado nciside meristematicos em diviséo,
quando hibridizados com a sonda senso (controletived apenas acumulo de
compostos fendlicos no tecido parenquimatico densego nodal (Figura 5F). Aos 40
dias de cultivo, observou-se sinal forte para aresgfio do gen8ERK nas células
embriogénicas em constante divisdo (Figura 5G). B@dlias, foi possivel observar
embrides somaticos em estadio globular com fodea® positiva quando hibridizado
com a sonda antisenso (Figura 5H). Aos 90 dias,ptEsivel observar embrides

somaticos com forte marcacéo na protoderme e nalac@&m divisdo, principalmente
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ao redor do nucleo (Figura 5I1). Quando testadandassenso, foi possivel observar a
auséncia da coloracéo caracteristica da hibridizé@€gura 5J).
Aos 65 dias em meio de maturacao, foi possivelrebs@ auséncia de sinal da

hibridizacéo, tanto na sonda antisenso (Figura §ganto na senso (Figura 5L).

)
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Figura 5. Localizacdo dos transcritos do geSieRKpor hibridizacaan situ durante a

ontogenia da inducédo de embriogénese somaticalgagab dos embrides maduros de

Anthurium andraeanurav. Eidibel, a partir de segmento nod#/) Meristema axilar

do segmento nodal em tempo zero, hibridizado cardaantisenso (controle positivo);

Segmento nodal aos 1B), 25(C), 30(D), 35(E) dias de cultivo com intumescimento
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das gemas e divisdes celulares na regiao meristary(&) Segmento nodal aos 35 dias,
hibridizado com sonda senso (controle negati{®);Aos 40 dias de cultivo, segmento
nodal evidenciando calos embriogénicos e protoderfH¢ Aos 55 dias, calos
embriogénicos formados, evidenciando embrides soosatcom delimitacdo da
protoderme(l) Embrido soméatico aos 90 dias de cultivo com foémata protoderme,
evidenciando amiloplastog;J)) Embribes somaticos aos 90 dias, com presenca de
protoderme, procambio e amiloplastos, hibridizadm sonda senso; Embrido maduro
aos 65 dias de cultivo em meio de maturacdo, cdatgmotoderme e amiloplasto,
hibridizado com sonda antisen@® e sensdL). Sondas antisenso (A-E; G-I; K - SP6)
e senso (F; J; L - T7). Ab: meristema axilar; Amilaplasto; Ch: Calo embriogénico;
Cd: divisbes celulares; Eb: Embrido somatico; Pocémbio; Pt: protoderme; Vb:

sistema vascular. Barras: 100 pm.
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DISCUSSAO

Alteracdes estruturais dos segmentos nodais durante inducdo da embriogénese
somatica emAnthurium andraeanum

Em Anthurium andraeanunctv. Eidbel, quando utilizado meio de indugé&o
(Pierik com a adicdo de 10 uM de ANA), foi obserwvadinducdo de embriogénese
somatica a partir dos segmentos nodais (Pinheiad.,e2014). No entanto, o presente
estudo descreve pela primeira vez as alteracOesitugais com modificacdes
moleculares que ocorrem durante a embriogénesetisamassa espécie.

Uma das maneiras para investigar a progressdo akes fespecificas na
embriogénese somatica sdo o0s estudos histologiedis €t al., 2008). No presente
trabalho, a analise anatémica revelou a origemlarela o desenvolvimento da
embriogénese somética a partir de segmentos nddesse sistema foi demonstrado
gue os calos embriogénicos dathurium andraeanunsdo de padrao multicelular,
assim como observado efstrocomia aculeatgMoura et al., 2008 uterpe oleracea
(Scherwinski-Pereira et al., 2012)Rassiflora cincinnata(Rocha et al., 2012). Isso
devido a desdiferenciacdo das células dos calosi@yéhicos e a sua rediferenciagdo
em grupos de células, indicando padrao multiceh#aorigem dos embrides soméaticos
(Rocha et al., 2012).

O potencial embriogénico dos explantes ocorreu resistema axilar dos
segmentos nodais dénthurium andraeanumOs calos embriogénicos tornaram-se
visiveis a partir dos 40 dias de cultivo em meidndgieicao.

A partir dos 30 dias de cultivo foram observadagataem células em divisdo
quanto em calos embriogénicos, grupos de células ndcleo grande, nucléolo
proeminente, citoplasma denso, paredes celularEgmdies e presenca de amido,
caracteristicas encontradas normalmente em cé&uiésiogénicas. Durante a inducdo
de embriogénese somatica, o tempo de exposicadtedtdos causa modificacdes
celulares, e algumas células adquirem atividadestearatica (Fehér et al., 2003).
Quando as células adquirem habilidade no desemvehto de embrides somaticos sao
chamadas de células competentes (Rocha et al.,.2B823s modificacbes celulares
também sado observadas em regides do embrido zigbtigue caracteriza células com
competéncia embriogénica (Scherwinski-Pereira.g2@l 2).

Existe a necessidade de confirmar a morfologiacdghidas para distinguir as

células que sdo embriogénicas daquelas que falhduaamte a resposta embriogénica
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(Jalil et al., 2008). Nesse contexto, informacfebres células competentes sao
importantes para estudos sobre a regulacdo géniaatdwa inducdo de embriogénese

somatica em plantas.

Expressdo do genSERK na embriogénese somatica denthurium andraeanum

Foi realizada a analise molecular para obter metbanpreensdo dos eventos-
chave que ocorrem durante a inducdo da embriog&oesética em segmentos nodais
de Anthurium andraeanuniNao existem relatos na literatura de genes madios com
a embriogénese somatica nessa espécie. Apesarphssnda regido 3’ do geiERK
emAnthurium andraeanurfoi depositada no banco de dados NCBI.

Comparando o gen8ERKde Anthurium andraeanunfAanSERK) com seus
homologos em outras espécies de plantas, depasiteddanco de dados NCBI, foi
possivel observar que houve elevada similaridadsedegenes, sugerindo que eles
podem desempenhar funcdes semelhantes. No prestmd® foi analisada a expresséo
do gene SERK na inducdo e maturacdo de embrides somaticosArtburium
andraeanurme a sua funcdo como marcador de embriogéneseisardatante o cultivo
in vitro.

Embora a expressdo 8&RKesteja extremamente relacionada com a indugéo de
embriogénese, este gene pode desempenhar importpapel no amplo
desenvolvimento das plantas (Ben Mahmoud et all3R00u seja, a expressdo dos
homélogos deSERK pode ocorrer em outros tecidos, tais como: emsca@o
embriogénicos (Baudino et al., 2001; Zakizadehl.e2810); em tecidos reprodutivos
(Baudino et al., 2001); na organogénigseitro da parte aérea (Thomas et al., 2004); na
rizogénesen vitro, em meristemas primarios, incluindo procambio éxogt al., 2009;
Savona et al., 2012; Wang et al., 2011); em prinogrdaulinares e radiculares (Ito et
al., 2005; Savona et al., 2012); e em 6rgaos visgetmamo folhas, caule, célice (Ito et
al., 2005; Ma et al., 2012) e raizes (Ito et &00%). No presente trabalho, foi possivel
observar a presenca de transcritosSERKno meristema axilar do segmento nodal
(tempo zero).

Os homoélogos de SERK podem ser expressos tambénantduro
desenvolvimento de plantas, na indugdo de resiatés doengas e aos patdgenos
(Santos et al., 2009; Huang et al., 2010; Yangl.et2@11). Isso ocorre por que 0S
homologos deSERK sdo capazes de mediar parcialmente a transduc&maie de
defesa (Hu et al., 2005; Song et al., 2008).
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Os homodlogos deSERK estdo envolvidos ndo s6 no crescimento e
desenvolvimento das plantas, mas também na sigatizée reguladores de crescimento
e dos estadios de desenvolvimento do embrido duembriogénese (Santos et al.,
2009; Zhang et al., 2011). Esses genes também atoanecanismo geral de percepcao
de estresse bibtico e abibtico, provavelmente anesosta de estresse a dessecacao e
a outros fatores que podem estimular a embriogéseseitica, quando se utiliza a
auxina como molécula de sinalizacdo (Nolan et24lQ3; Santos et al., 2009). Esses
genes sado induzidos também por outras moléculagsttesse de sinalizacdo, como
acido jasmonico, benzotiadiazole, o acido abscisicoet al., 2005).

A expressdo dos homologos 8&ERKpode estar associada como marcador de
pluripoténcia, pois possui amplo papel no crescimentiesenvolvimento de plantas,
nao sendo especifico para a embriogénese somBlidan(et al., 2003; Zakizadeh et
al., 2010; Savona et al., 2012). Apesar disso,paessdo dos genes da famBERK
esta normalmente associada com a inducdo de erébesg soméatica, podendo ser
utilizada como potencial gene marcador para mamitaer transicdo das células de
tecidos de calos para células competentes e emdbiaas (Pérez-Nuiez et al., 2009;
Zakizadeh et al., 2010; Ma et al., 2012).

No presente estudo, a partir da hibridizag@csitu, foi possivel observar a
presenca de transcritos &@RKno meristema axilar sem inicio de divisbes ceadar
(tempo zero), nos tecidos em divises celulares, gades embriogénicos, e nos
sistemas vasculares, durante a inducdo da embrmgéomatica deAnthurium
andraeanum No entanto, aos 65 dias de maturacdo, ndao hane¢ rs0s embrides
somaticos em estadio mais avancado. Este fato démanse a expressdo do gene
SERK em Anthurium andraeanunesta relacionada apenas na fase de inducdo da
embriogénese somatica, cessando na etapa de ndatdi@s;embrides somaticos.

A expressao de SERK efmthurium andraeanurfoi diferente da observada por
outros autores, em que a marcacao caracterisgoadie nos estadios mais tardios. Por
exemplo, enCitrus sinensidoi observado a marcacdo caracteristica de SEpRé&Saa
de moderada nos embrides durante as fases deotordipara torpedo e mais fraca em
embrides globulares (Ge et al., 2010). Baucus carotaa expressao do gebeSERK
ocorreu até o estadio globular, mas nenhuma exwdes constatada em culturas néo
embriogénicas (Schmidt et al., 1997; Shiu & BleecR801). EmArabidopsis thaliana
a expressao do ged¢SERKI1ocorreu em embrides globulares, e diminuiu rapetam

apos a transicdo para o estadio de cordiforme (Tuatka., 2003), ndo sendo expresso
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no procambio (Kwaaitaal & De Vries, 2007). EDactylis glomerata utilizando a
técnica de hibridizacaio situ, foi possivel observar a expressédo do geBRKdurante

o desenvolvimento embrionario até o estadio globwas embribes somaticos
(Somleva et al., 2000). No entanto, foi identificadambém em fases posteriores do
embrido, como no meristema apical, escutelo, cdledptcoleorriza (Somleva et al.,
2000).

O geneTcSERK em Theobroma cacaofoi expresso durante a inducdo de
embriogénese somatica e em embriées maduros tgodticas quanto somaticos, tendo
importante papel durante os estadios mais tardgiasntbriogénese somatica (Santos et
al., 2005). O mesmo foi observado &wlanum tuberosummo qual o gen&tSERKoi
expresso durante a fase de inducdo de embriog&oeséatica e durante os demais
estadios de desenvolvimento do embrido (Sharma.,e2G08). EmVitis viniferg o
envolvimento dos genesvSERK1e VVSERK3ocorre nos explantes desde o inicio da
indugcdo de calos embriogénicos (Schellenbaum et 2008). Em Araucaria
angustifolia 0 geneAaSERK1demonstrou similaridade com o seu homoOl&HRK1
em angiospermas, sendo este envolvido na formagéalide embrides somaticos e
zigoticos (Steiner et al., 2012).

Os trabalhos citados anteriormente, relataram slaaéxpressdo d8ERKna
inducdo de embriogénese somatica e durante os slestadios de desenvolvimento do
embrido somatico. Diferente do observado no presérabalho, que o sinal da
expressdo do gen8ERK em Anthurium andraeanuntessou durante a etapa de
maturacdo dos embribes soméaticos. De acordo camndigéo fisiologica submetida, o
gene SERK pode ser expresso de maneira diferenciada emeniés espécies de

eudicotiledéneas, monocotiledéneas e gimospermamés et al., 2012).

Comparacéo entre AanSERK-like e SERK de outras espies

A partir da andlise da sequéncia do clone AanGAdturium andraeanum
(AanSERK) foi possivel observar que se trata depossivel ortdlogo do gerfERK
expresso durante a indu¢do da embriogénese somaétsa espécie, sendo confirmado
devido a elevada similaridade com a sequéncia qrexite depositada no banco de
dados NCBI dnthurium andraeanurfAanSERK NCBI).

Outros autores também relatam a associacdo doSjeREcomo marcador de

embriogénese soméatica em outras espécies de dlediéneas, comdaucus carota
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(Schmidt et al., 1997Arabidopsis thaliangHecht et al., 2001)Medicago truncatula
(Nolan et al., 2003; Nolan et al., 2008planum tuberosuifSharma et al., 2008Rosa
hybrida (Zakizadeh et al., 2010) €yclamen persicun{Savona et al., 2012); em
monocotiledéneas, comdea mays(Baudino et al., 2001; Zhang et al., 2011);
Helianthus annuugThomas et al., 2004Pactylis glomerata(Somleva et al., 2000),
Triticum aestivun{Singla et al., 2008Dryza sativaSong et al., 2008¥;ocus nucifera
(Pérez-Nufez et al., 2009\nanas comosuéMa et al.,, 2012); e em gimnosperma,
comoAraucaria angustifolig(Steiner et al., 2012).

Foi possivel observar elevada similaridade da sem@éparcial de SERK de
Anthurium andraeanuncom dominio de outras proteinas SERK. Isso dewddo
similaridade entre a regido rica em prolina (SBB)dominios ricos em leucina (LRR),
dominios transmembrana e quinase.

As LRR-RLKs estao relacionadas a percepgdo dessiqmdmicos do ambiente,
por possuirem dois dominios: o dominio transmembdanancoragem de proteina na
membrana plasmatica e o0 dominio quinase-citoplasapgzes de realizar a transducao
de sinais extracelulares para o meio intracelufncesso esse realizado pela
fosforilacdo da proteina (Shah, 2002; Li, 2010)p@sicdo das RLKs, na membrana
plasmatica, torna essas proteinas fundamentaisgpamalizacdo de uma percepcéo
externa a célula, além da conducdo do sinal pardeaor, elicitando uma resposta
(Nolan et al., 2011). Com isso, os genes da faifSiRKatuam como correceptores em
vérias vias de sinalizacdo, por meio de interafi@esas distintas com ligantes de RLKs
(Li, 2010). Estudos recentes ressaltam ainda ggenalmembros de LRR-RLKs tém
papel duplo ou multiplo, € o caso da fam8@RK(Li, 2010). Com isso, a identificacao
de outros genes da familgZERK que interagem com RLKSs, podera ajudar a revelar
funcdes adicionais desses genes (Li, 2010).

Na construcdo da arvore filogenética, foi possiMeservar a separagdo das
espécies de monocotiledbneas, eudicotiledéneasnaogpermas. O clone Aan6 de
Anthurium andraeanunfAanSERK) agrupou-se junto a sequéncia ja depizsitia
mesma espécie (AanSERK NCBI), com 99% de Bootséstpndo também proxima de
outras monocotiledbneas (gramineas). Steiner €@l2) também relataram que houve
separacao entre as monocotiledéneas, eudicotilad@gimnospermas em trés grupos
diferentes.

Os resultados obtidos corroboram aos ja relatadosytros autores, no qual o

processo de embriogénese somatica inicia-se pejacade reguladores de crescimento,
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como as auxinas, conhecidos como moléculas deizsipab do estresse, capazes de
estimular a indugdo de embriogénese a partir ddasesomaticas (Nolan et al., 2003,
Santos et al.,, 2009), funcionando como moléculassidalizacdo da inducédo de
embriogénese somatica.

As sequéncias de aminoacidos das proteinas SERMitheirium andraeanum
(AanSERK e AanSERK NCBI) apresentam elevada sirddde com as de outras
plantas, o que reforca a hipotese de que as fulsé@esonservadas entre as espécies.

Com base nos resultados, sugere-se que a seqé@amsERKesteja associada
com a inducdo de embriogénese somética, podendatifieada para monitorar a
transicdo de células competentes em células e geeidbriogénicos.
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CONCLUSOES GERAIS

No presente trabalho constatou-se que as condméesindicadas para a fase
de alongamento e enraizamemtovitro de plantas dé&tlingera elatiorcv Porcelana,
s&o as fotomixotréficas sob enriquecimento de, CI®O0 pmol mot), em frascos
vedados com membranas porosas a gases e mantidagienrMS suplementado com
15 g L* de sacarose. O enriquecimento da atmosfera cogra€sdciado a reducéo de
sacarose adicionada ao meio de cultura promoveaiar faxa de sobrevivéncia das
plantas as condi¢cdes< vitra Durante as condi¢des vitro, as alteracfes na anatomia
da folha das plantas, podem estar relacionadasll@on@e do desenvolvimento das
mudas durante a fase de aclimatizacéo.

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

O estudo de clonagem e caracterizagdo moleculgedeSERKenvolvido na
embriogénese somatica Aathurium andraeanumermitiu isolar um possivel membro
dessa familia. Devido a elevada similaridade easresequéncias de aminoacidos das
proteinas SERK dé@nthurium andraeanummom as de outras plantas, ratificou-se que
esse mecanismo € bem conservado. Sendo aS#RK pode ser utilizado para
monitorar a transicdo de células competentes emlaséé tecidos embriogénicos de
Anthurium andraeanumEstudos de hibridizacaa situ, demonstraram sinal positivo
tanto nas células em divisdo da regido do meristaxilar quanto em calos
embriogénicos. No entanto, ndo foi observado st®ltranscritos do genSERK
durante a fase de maturacdo dos embrides somaticos.

O presente trabalho contribuiu na geracdo de cankatos acerca da
propagacaan vitro das espécies a partir das técnicas de propagaigi@ufotrofica, em
bastdo-do-imperador, caracterizando as respostadofisiotdogicas das plantas

submetidas as condicbes de crescimento heteratréfitotomixotrofico e
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fotoautotréfico; e propagacéo vitro do antario via embriogénse somética, abordando
alteracfes estruturais e o acumulo de reservasvitn® durante a ontogénese dos

calos embriogénicos, além de caracterizar e anaisxpressao do geisERKnessa
espécie.
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