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RESUMO

YUMBLA ORBES Maria, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, marco d&520
Propagacdo assexuada por cultura de tecidos sexuada de lisianthus(Eustoma
grandiflorum). Orientador:.José Geraldo Barbosa. @@ntadoreswWagner Campos Otoni
Paulo Roberto Cecon, Eduardo Euclydes de Lima e Bergese Antbnio Saraiva Grossi.

A propagacdo dd. grandiflorumocorre de forma sexuada e assexu&Endo que, a
propagacdo por sementapresenta ampla variabilidade genética com relacdo a muitas
caracteristicas importantes, incluindo ciclo de desenvolvimento, taxa demene®,
formato da folha, coloracdo das flores, morfologa idflorescénciasensibilidade ao
etileno e indugcédo ao florescimento que € influenciado pelo comprimento do dia e pela
temperaturaA exposicdo de cultivares disianthus a temperaturadevadas, durante e
apos a germinacdo das sementes pode levar a inducéo da formacdo da plantgaem ros
inibindo o florescimento. Uma das técnicas utilizadas para evitar este disigiddmico €

a exposicdo das sementes ou mudas a determinados periodos de frio, permite o @esciment
e desenvolvimento normal das plamtbem como diferenciacdo da gema vegetativa em
reprodutiva. Por outro lado,rggramas de melhoramentambémsé&o direcionados no
sentido de aumentar a tolerancia da planta a temperaturas elbeasmo as doencas, a
germinacdo das sementes e vigor das muddegdo euniformidadede floracdo e vida
péscolheita, tornandse dessa formaecessariomais estudosna area depropagacéo
sexuada e assexuada. Objethsau propor um protocolo eficiente de embénese
somaticaa partir de explantes foliares radicularesde E. grandiflory caracterizacao
morfo-anatdmica e molecular do processo. Assim como, avalifeito ela vernalizacéo

das sementes na producdo de mudas e no florescim@ntoultivares MariachEcho e
Excalibur. Apés os estudode embriogénese somatitesalizadosrecomendae 0 uso de

10 uM de 2,4D na fase de inducdembriogénica de explantes foliares e radiculaces
permanéncia de 3@ 40 dias, respetivamenteara a fase de diferenciagdmnaturacéo de
embrides somaticosecomendae 0 uso de AM de BA no meio. Os estudos anatdmicos
realizados comprovaram que a origem de calos embriogénicos esta associaglasas int
divisdes anticlinaig periclinais de células do sistema vascudquos a transferéncia dos
embrides somaticos para o meio de diferenciacdo e maturacdo oksergerminacao

assincronica e regeneracao de vitroplantas. Os testes histoquimicasaimda presenca e



mobilizacdo de compostos de reserva ao longo da embriogéoesdicanas ceélulas
Foram isolads duas sequéncias parciaile SERK as quais constituem possiveis
homélogos deSERK1e SERK3 provavelmente associados com aquisicdo de competéncia
embriogénica das células soméaticassinal de expressdo ERKsomentdoi observado

com o inicio das divisbes célulares estendese ao longo do desenvohento
embriogénicasendo maisntensonos préembrides Os dado®btidos no presente trabalho
podem auxiliar em futuras pesquisas para transformacgédo genética, bem pasmo,
identificacdo de outros genes marcadores da embriogénese somatica, assim como dos
fatores envolvidos na transicdo embriogénieara os tratamentos de vernalizacdo de
sementes d&. grandiflorum concluise que o uso de temperaturas de 5 e 10 °C lavou
maior eficiéncia na inducdo do florescimento e reducg&o do ciclo de cultivo. Receseenda
vernalizar as sementes por 24 d a 5 °C para as cultivares Mariachi e Echo e parara culti
Excalibur recomendae a vernalizacdo das sementes por 36 d a 5 °C acala@cao de

mudas de lisianthus de alta qualidade.



ABSTRACT

YUMBLA ORBES, Maria, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March, 2&Exual
propagation by tissue culture and sexual of Igianthus Eustoma grandiflorum).
Adviser: José Geraldo Barbogzo-advisersWagner Campos Otorfbaulo Roberto Cecon,
Eduardo Euclydes de Lima e Borges aluté Antbnio Saraiva Grossi.

The spread oE. grandiflorumoccurs by sexual and asexual form. Propagation by seeds has
greatvariability in many important features, including development cycle, groaté) leaf
shape, color of flowers, inflorescence morphology, ethylene sensitivitynalodtion of
flowering which is influenced by day length and temperature. Exposure of lyssant
cultivars to high temperatures during and after seeds germination can lead togxtet
formation and inhibition of flowering. One of the techniques used to avoid this
physiological disorder is the exposure of the seeds or seedlings to periodddof c
temperatures, allowing normal growth and development of plants, as well asrdiéfeon

of vegetative bud in reproductive one. On the other hand, breeding programstaimed
increaseplant tolerance to high temperatures as well as to diseases,eseedagon and
seedling vigorflowering induction and uniformityand postarvest life, leading to the

need of more studies in the sexual and asexual propagation. This work aims to develop an
efficient protocol of somatic embryogenegiam leaf and rot explants oE. grandiflorum

by studying the cytological and molecular changes at different stagesmhriagenic
cultures. The study also evaluates the vernalization seeds effect in the production of
seedlings and flowering of Mariachi, Echo and Excalibur cultivars. Our sesudigest the

use of 10 uM of 2 in embryo induction phase of leaf and root explants for the period of
30 and 40 days, respectively. For the differentiation and maturation phase of somatic
embryos we recommend the use gii BA. The anatomical studies performed showed
that the origin of somatic embryogenesis is associated with intense anticlinargclhpl
divisions of vascular system cells. We observed asynchronous germination amugseedl|
regeneration after transferringettsomatic embryos to the differentiation and maturation
medium. The histochemical analysis indicated the presence and mobilizationagle stor
compounds along the somatic embryogenesis in cells. Two partial sequences ofl potentia
homologs ofSERK1landSERK3were isolated, and probably associated with acquisition of

embryogenic competence of somatic cells. $E&RKexpression signal was only observed

xi



with the beginning of cell divisions and increased gradually along the embrgdniction

with a strong signal in the pmbryos. The results obtained in this study can be useful for
future research in genetic transformation, as well as for the identificatiothe@f marker
genes of somatic embryogenesis, and factors involved in embryogenic transition. For
vermalization of lysianthus seeds treatments greater flowering induction effjciend a
reduction in crops lifecycle was obtained when using we conclude that the use of 5 or 10 °C
temperatures. For Mariachi and Echo cultivars is recommended seed vermahr&ioC

for 24 days f and for cv. Mariachi is recommended to vernalized at 5 °C for 36 deder

to obtain high quality lisianthus seedlings.

Xii



INTRODUCAO GERAL
REVISAO DE LITERATURA

FLORICULTURA E ESPECIE DE ESTUDO

Entendese a floricultura como a atividade agricola de exploracdo intensiva e de
cunho empresarial, que trata da producdo e da comercializacdo de flores e plantas
ornamentais. Inicialmente, a producdo e consumo de produtos da floricultura coneentrava
se em alguns paises europeus (Holanda, Itadlia e Dinamarca) e asiaticos (SapzZ®)
2011) No entanto, esta realidade vem se alterando com o decorrer dos anos, orse pode
observar maior participacdo de outros paises no.ddtorexemplo € a participacdo de
paises da América Latina (Colémbia e Equadarproducéao de flores de corte, mostrando
que omercado mundial de flores e plantas ornamentais esta em plena expanséo.

O agronegocio da floricultura no Brasil ganha qualidade e competitividade e o
desempenho nas duas Ultimas décadas tem sido bastante satisfatorio. Asastmati
Ibraflor (2013)indicam que a area envolvida na atividade de plantas e flores ornamentais
no Brasil, em 2013, foi de 13.800 ha, com faturamento de R$ 5,2 bilh§&snaBdese
para o0 ano de 2014 um crescimento do setor na ordem de%®.aDE¥de 2006 0 segmento
de flores tem registrado altas dea8l5% em volume e de 15 a % em valor. As
expatacdes movimentaram em torno de US20.000no ano 2011, sendsegmentado
mercado dos produtos da floricultura em quatro grupos: mudas de plantas ornamentais
(40,33 %) bulbos, tubérculos, rizomassamilares (48,37 %) flores frescaq3,67 %) e
outros, plantas vivas em vasos ou de paia fins ornamenta{g,63.

Dentre os produtos exportados, destasamas flores tropicais (heliconias,
bromélias e anturios), as rosas, as flores secas, os gladiolos, os lisianthtseras, ggs
bulbos, as mudas de cordilines e dracenas, as folhagens, as sementes de pabmeiras
mudas de orquideas, geranios e crisanteAesportacdo éestinad principalmente para
os Estados Unidos, Paises Baixos, Portugal, Canada e Alemanha (Agrianual 20@9), se
que atualmente no segnto de flores de corte as principais espécies comercializadas no
pais sdo: rosas, crisantemos, lisianthus, gérberas e lirios.

O lisianthus,Eustoma grandiflorunGentianaceae, ériginaria da regido sul dos
Estados Unidossendointroduzido no Brasibo final da década de 8@ornandose muito

1



popular como floidecorte e planta envasada.propagacao d&. grandiflorumocorrede
forma sexuada e assexuada, sendo realizada comercialmente por sementes.

E uma espécie herbacea com caule ereto que dependendo das técnicas culturais pode
ser de ciclo anual ou bienal, sendo cultivada como planta anual, tolerante g, geada
exigindo temperaturas amenas para seu bom desenvolvitherdozi e Moreira de Souza
2008).Na natureza, no inverno o lisianthus tem crescimento lento e em forma de goseta;
alongamento do ramo ocorre na primavera e o florescimento no (2o&® e Wilkins
2005a) Assim, ociclo da cultura pode ser dividido em dois estadios. O primeiroies$éid a
duracdo média de dois a trés meses e se inicia com a germinacdo da sesseplentas
crescem em forma de roseta, até atingirem quatro pares de folhastapmapte formadas. O
segundo estadio tem inicio apos os trés primeiros meses e compaeslndgacao da haste,
formacao de novas folhas e o inicio do florescimento (Costantin 2014).

O lisianthus preferencialmente € cultivado em regides aridas easeas em
condicOes de casa de vegetacdo coberta por pléBRimnia et al 2010) As flores sdo
duraveis, grandes, em forma de sino, com pétalas simples ou duplas, sendo assaldtivar
pétalas duplas, com divessaatizes de cores simples ou mistas (brancas, réseas, roxas,
vermelhasdentre outras), mais populaigerenzi e Moreira de Souz908).

Esta espécie apresenta ampla variabilidade genética com relagdo a muitas
caracteristicas importantes, incluindo ciclo de desenvolvimento, taxa demene®,
formato da folha, coloracdo das flores, morfologia da inflorescéreissibilidade ao
etileno(Alves 2012)e inducéo ao florescimento que é influenciado pela temperatura e pelo
comprimento do diaAssim, em funcdo ao comportamento varietal em respostas ao
fotoperiodoas cultivaresle E. grandiflorumforam classificadas como plantas de dia neutro
(Halevy e Kofranek1984; Harbaugh2007a)e de dia longo facultativa@accai e Edri
2002) As dantas de dia neutro sdo aquelas que nao apresentam resposta a duracao do dia
(Salisbury e Ross 1992a). Por outemlo, o florescimento das plantas de dia longo
facultativo édiretamente influenciadpela temperatura e fotoperiodo(Harbaugh 2007a)
SegundoZaccai eEdri (2002) a maioria das cultivares de lisianthus comercializadas
enquadransecomo plantas de Dfacultativas. M entanto esselassificagaovaria a cada
ano, devido aos avancos na area de melhoramento quanoicuga de novas cultivares que

nao sejam influenciadas pdlmoperiodo facilitando dessa forma aos produtores o0 manejo



da cultura, consequentemente aumentando o mercado da espécie. Embora o comprimento
do dia esteja relacionado com o florescimeatemperatura tem importanaigterminante
na floragédo do lisianthus. Neste sentid@ producdo comerciab tratamento confrio pode
aplicado emsementes, néase deformacdo da muda ou mesmo piantaestabelecida,
fendmeno fisiolégico denominado vernalizacao.

No mercadoexistan numerosas cultivares e novas sédo langadas a cada ano com
novas caracteristicas, tais como coloragdo, tamanho e fodadtor (Harbaugh 2007b)
que atraem o consumidor pela sua beleza. Programas de melhoramento séo direcionados no
sentido de aumentar a tolerancia da planta a temperaturas elevadas (menos aensiveis
roseamento), as doencédarbaugh e Scott 2003 germinacdo das sementes e vigor das
mudas, assim coninducdo euniformidade de floracao e vida péstheita(Dole e Wilkins
2005a). Assim, devido a esta variabilidade tomae necessarsoestudos sobre as
principais caracteristicas de producdo como propagacao, ciclo, porte da ptahigdpre
pos<colheita das flores cortadasprincipalmente controle do florescimento.

No Brasil, E. grandiflorumé uma espécie ainda pouco conhecida eegsita de
mais estudos para otimizacdo da producdo, uma vez que nossas condi¢cdes de cultivo
principalmente quanto a temperatusfio diferentes das encontradas nas regibes de
evolucdo do lisianthus. Na producgéo para corte é importante o controle dg&ordea
mudas e do crescimento das plantas para se obter um produto com a qualidade desejada
pelo mercado como compriment rigidez da haste, o queoge ser controlado ou
otimizada

Assim, este trabalho aborda os métodos de producdo sexuada e assexuada via
cultura de tecidos de variedades de lisianthus com énfase:
a. No deito da vernalizacdo dagmentes na producdo de mudas e no florescindento

lisianthus.

b. Na ditencdo de mudas vEmbriogénese somatica a partir densegtos o6liares e

radiculareshbem comacaracterizagdmorfo-anatdmica e molecular do processo.



PROPAGACAO SEXUADA

O lisianthus pode ser propagado de forma sexuada, sendagguainacdo ocorre
entre oito a doze dias a-26 °C, sendo asemates dispostas superficialmente e cadsert
com vermiculita, preferencialmente média, para manter a umf@adszysnski 2007).

Muitas pesquisas tém sido realizadas com o objetivo de esufisiologia do
florescimento em lisianthu® determinar a8 causa do crescimento em forma deseta.
Assim, os estudos relatam que @lanta apresenta sensibilidade a interacéntre
temperatura elevada duracéo do dia, em fungdo do comportamento varietal, durante e
apos a germinacdo das sementes, até a formacdo do segundo ou terceiro par de folhas
verdadeiragHarbaugh 1995; Harbaugh 2007a).

O fotoperiodismo ou a capacidade de uma pldetactar o comprimento do dia torna
possivel queum eventofisiolégico possaacontecer emdeterminadaépocado ano,
permitindo desse modo uma resposta sazonal. As respostas das plantas controladas pelo
comprimento do dia sdo numerosas, incluindo a reproducéo assefixuaiaedo de érgao
de reserva, a inducédo a dorméreiainiciacdo ao florescimen{baiz eZeiger, 2013a).

Comercialmente foram desenvolvidas cultivaresEdgrandiflorumem funcéo da
época do anem que sao cultivadas (verdo, outono, inverno ou primavera) adaptgdas a
diferente condi¢gbes ambientais, visando dimiausensibilidadesatemperaturas elevadas
e aofotoperiodo Assim, as cultivares desianthus séo dividas em: grups0, 1, 2 e 3As
hastes florais do grupo 0 possuem de 9 a 10 nés e sdo represeotadaggades super
precoces, recomendande o plantio no outono e primavera. As variedades Fid(@tr
simples micro spray) e Boredliflor duplastander) sdo alguns exemplos deste gr@po
grupo 1 apresenta hastes com 12 nés e é consideemtize, como as variedades Pic€olo
1 (flor simples spray), Rosfta (flor dupla spray), Wonderofigflor simples stander) e
Echd’ (flor dupla stander). O grupo 2 é de ciclo intermediario e as hastes perdz# 15
nés, sendo plantadas no inicio do verdo como, por exemplo, as variedade$ Ri¢fioto
simples spray), Rosita2 (flor dupla spray), Excalibfir(flor dupla stander), Mariachi
(flor quadrupla) e Flamen€o(flor simples stander). O grupo 3 é o grupo mais tardio
produzindohastes que chegamfarmar até 18 nésendo queas cultivares Mariachi
Grande White (flor quadrupla) e RoSita (flor dupla spray) pertencem a esse grufm.
sementegle lisianthusmais comercializadas anteriormemertenciam aogrupos Echo,
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Heidi e Flamenco, cujafiores sdaimples ou duplas e com poucas pétalas. Atualmente o
grupo mais comercializado € o Mariachi, o qual apregglatdas conflores quadruplas,
mais compactas e com muitas pétalas. Segundo a Empresa “Sakata Orndmestals
diferentes grupos de lisidous se encontram disponiveis para manter suficiente
comprimentade haste para diferentes climas e épocas de cultivo, em funcdo do mercado.

Por outro lado, segunddarbaugh ecott (1999), as cultivares de lisianthus podem
ser classificadas de acordom a sensibilidade a altas temperaturas em saagieico
sensiveis e tolerantes. Logo, o crescimatds plantas de lisianthus podpregntar o
seguintes padroes
- Plantas em forma de roseta, apresentando aglomerado basal de folirag]iogenuito
curtos ou sem internédios, sem inducéo ao florescimento;

- Plantas semiosetadasgue embora apresentem emissdo da haste floral e florescam,
produzemhastes de baixa qualidade com inflorescéncias menores, as¥mo ciclo de
florescimento desuniforme;

- Plantas normais;ujo crescimente@ desenvolvimentgdolentos no inicio, caracterizado
pela fase juvenil das plantasguis da inducéo ao florescimento, provendo hdstegas e
firmes, como demandadas pelo mercado.

Tornasepossivel utilizar algumas variedades de lisianthus durante todoapano
manipulagdo do fotoperiodo e da temperatura (Sakata.2@46im, o fornecimento de
baixas temperaturas € uma estratégia bem sucedida para diminuir os protéemas
dorménciana semste e florescimentade lisianthus, sendo que vernalizacdo pode ser
fornecida tanto para as semenéfsu mudas(Pergola et al 1992)A vernalizacdo € o
processo pelo qual o florescimento é promoviolo acelerado exposicdo a baixa
temperaturaa uma semente completamente hidratada (embebida em agua) ou a uma planta
em crescimentgChouard 1960)Sementes secas nao respondem ao tratamento de frio ja
que paraguea vernalizacd@conteca @ecessariatividade metabodlica-ontes de energia
(agucares) e xgénio também sdo requerigla Por outro ladg temperaturas abaixo do
congelamento que suprimem a atividade metabdlica ndo sdo efetivas para a vernalizacéo
(Michaels e Amasino 2000).

Em termos de desenvolvimento, a vernalizagdo resulta na aquisi¢ao petéwmia

do meristema de realizar a transicéo fla@abs um tratamento de frid transicdo para o



florescimento envolve um sistema complexo de fatores que interagem, incluin@o, entr
outros, carboidratos, giberelinas, citocinin8sais transmissiveisegados na folha séo
necessaas para a determinacdo do api€aiz e Zeiger 2004), induzinddiferenciacdo

da gema vegetativa em reprodutiveudminando com o florescimento. Os sinais adquiridos
na vernalizacdo séo transferidos atravédidisdescelularesmitoticas, porém esses sinais
ndo sdo herdados para as proximas geracdes (Dennis e Peacock 2007)

Na década de 1930, Mikhail Chailakhyan postulou a existéncia de um horménio
universal de florescimento, que ele denominou de florigeno. Por outro lado, Melchers foi
guem hipotetizou a producédo de “vernalina”, substancia que induz o florescimento em
plantas exigentes em vernalizag&@alisbury e Ross 1992b). Porém, depois de aeos
investigacdo, nenhuma substancia foi identificada como sendo o estimulo florasalnive
embora certos horménios, como giberelinas e etileno, possam induzir o florescimento em
algumas espécies. Assim, aiane dos modelos atuais do estilo floral baseisse em
multiplos fatoregTaiz e Zeiger 2004).

Estudos genéticos estabelecem que o florescimento gest@rnado por rotas de
desenvolvimento que reagem a sinais enddgenos da planta (autbnoma, gibezklgias, r
circadiano, idade e carboidratos) e estimulos ambientais (vernalizacdo, atenaper
ambiente e fotoperiodoJ.odas as rotas convergem para a expressaes chaves que
conferemidentidadeao meristema floraSUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF
CONSTANS 1 (SOC1), FLOWERING LOCUS T (EIAGAMOUS LIKE24 (AGL24)
(AGAMOUSLIKE) (Blazquez 2000; Dally et al 2015).

Assim, pantas que precisarde baixas temperaturas num determinado estadio do
desenvolvimento podem sofrer alteracbes mbisiologicas e ndo se desemwem
adequadamente em resposta as condicbes adversas ao ambiente. As espécies diferen
consideravelmentquanto a idade em que se tornam sensiveis a vernalizisia forma
muitas espécies podem ser vernalizadas antes da germitze;8emente©utras plantas
precisam atingir um tamanho minimo antes de se tornarem sensiveis a baixas teraperatu
(Taiz eZeiger 2013a)A temperatura efetiva e o tempo de exposicdo ao frio, necessarios
para atingir o estado de vernalizacdo varia entre as espécies e as cyKivares al
2009).



Oka et al (2001) observaram que plantas de grandiflorum roseddas e nao
vernalizadas apresentaram baixéaxas de alongamento do caule. Além disso, as
concentracoes de GAnas plantas foram inferioreguando compadas com as plantas
vernalizadas. Com isso 0s pesquisadores concluiram que a vernalizacdo € essargial p
biossintese de giberelinas nas planias crescem em forma de roseta, aggimotambém

a vernalizacdo aumenta a sensibilidade das plasgiberelinas via tresducdo de sinais.

PROPAGACAO ASSEXUADA POR CULTURA DE TECIDOS

O lisianthus pode ser propatpade forma assexuada, por estacagmecultura de
tecidos. Na propagacdo pela via sexuada de lisianthus, o tamanho das sementes
(aproximadamente 20.0G&menteg) constitui um complicador jA que é necessaria uma
cuidadosa e vagarosa manipulagcdo das mesmas durante a germinacdo, requesendo m
tempo e cuidado do que outras espécies (Barrueto Cid e Teixeira 2006). Outro preblema n
propagacdo do lisianthus é a dmpvariabilidade existente entre as sementes,
particularmente na formacao de roseta pela exposicdo das mudas a temperaturas elevadas.
na falta de uniformidade da floragdo, no comprimento das mudaplafdgas e do nimero
de flores por plantéFurukawa etl 1990) Assim a técnica de propagac#ovitro pode ser
utilizada para a propagacao clonal acelerada de plantas de lisianthus Eosabilitn
sistema de regeneracao eficiente.

Em flores e plantas ornamentais a aplicagdo da técnica da cultura de tecidos vegetai
constitui a atividade de maior importancia nos laboratérios corgeré nimero de
espécies propagadas por cultura de tecidos aumentou consideravelmené addeada
de 1980, principalmente para as ornamentais, seguida das olericomsratespécies
florestais(Portugal Pinto de Carvalho et al 2008¥sim, a aplicacdo da técnica de cultura
de tecidos na propagacdo de plantas ornamentais foi aceita como uma pratica padrdo na
industria horticola(Read e Preece 2009ais de um bilhdo de plantas ornamentais
comercializadas sédo produzidos através de cultura de tecidos. A maior parterasecent
na propagacam vitro de flores e plantas de vaso, enquanto plantas ornamentais perenes e
plantas de jardim representam apenas 2 % do totalladéas ornamentais produzidas por
cultura de tecidos (Prakash e Nagar 2009; Amoo et al 2010).



No Brasil, levantamento realizado em 1995 indicou a existéncia de um elevado
namero de laboratérios particulares de propagatdiro, os quais multiplicam espécies
ornamentais, principalmente no estado de Sao Paulo, sendo que as mais estudadas em
laboratorios de pesquisa eram: alstroemeria, amarilis, antario, aster, i#someédvo,
crisantemo, estatice, gérber&omphrena, Gypsophila heliconia, lirio, lisianthus,
Nematanthusnerine, rosa, samambai&pathiphyllumvioleta e zingiberaceg¥ombolato
e Costa 1998).

Entre as vantagens de se propagar o lisianthus por cultura de tecides tem
obtencéo de plantas livres de pragas e doencas num periodo curto de tempo sem perda de
suas caracteristicas genéticas, facilidade de producdo em grande escala de ritaterial el
com caracteristicas desejadas (alta produtividade, resisténcia a pragas e, dapitgas
taxa de crescimento, entre @d)y. Além, disso, torrse necessario disponibilizar
procedimentos de propagaci#&ovitro mais eficientes visando trabalhos de transformacéao
genética para melhorar seu aspecto ornamental e aumentar a oferta de gendtipasaelites p
cultivo no campd@Barrudo Cid e Teixeira 2006)

Para iniciar o cultivan vitro € utilizado um segmento ou érgéo vegetal retirado da
planta matriz denominado explante. O nivel de diferenciacdo e a fase de desenwmlviment
em que se encontra o tecido tém maior influéncia nas respostas morfogenéticasidty mat
sendo dois aspectos importantes a serem considerados no momento da selecdo do explante
(Junghans e Sant&erejo 2006)de acordo com a espécie, a fonte de explante pode ser
mais ou menos responsiva as condi¢cdes de cifEiuerra et al 1998)

A selecdo do explante para serigaldo nas distintas técnicas de propagacao possui
uma ampla gama de tipos de tecidos da planta, assim como: fragmentos radiculares
hipocotilos, cotilédones, flores, folhas, grdos de pélen, embrides, 6vulos, nds, gemas
axilares ou apicais, sendo que o objetivo é a obtencdo de um explante livre de
contaminantes, vigoroso fisiologicamente e que responda satisfatoriamentegagfioipa
vitro (Xavier et al 2009). Assim, também os estudos tem demostrado que o estagio de
desenvolvimento dalanta matriz tambénnfluenciraa resposta do cultivim vitro (Von
Arnold 2008).

Outro parametro que merece destague é a escatheedoladogs de crescimento

utilizadcs, assim como o periodo de exposicdo ao mesmo, podendo ser crucial no
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estabelecimento de um protocolo deogagacéoin vitro (Elmeer Suliman 2013)
Dependendo do objetivo do trabalho os reguladores de crescimento utilizados podem ser
auxinas, citocininas, giberelinas, 4cido abscisico, brasssinosteroidesntanol e acido
jasmdnico. Assim, de acordo com o regulador utilizado no meio de cultivo e as condi¢des
ambientais pode se induzir embriogénese somética, organogénese advegditigyémese

ou calogénese.

Embriogénese somética

Na morfogénesein vitro existem duas vias: a embriogénese somatica e a
organogénese. Dentre essas possibilidades a embriogénese somatica possui den pape
destaque ja que apresenta um sistema eficiente para regeneracao de plantasespalarg
bem como para a compreensdo dispectos morfdisiolégicos e moleculares nos
processos de desenvolvimento das plantas (Fehér et al 2003; Yang e Zhang 2010; Otoni et
al 2013).

A embriogénese representa um periodo critico no ciclo da vida das placiasdni
com a fertilizacdo do Oval logo em seguida o zigoto sofre r4pidas divisdes mitéticas
levandoe, por fim, aodesenvolvimento do embri&ti&karami et al 2009). Durante este
processo, a polaridade da planta é determinada, assim como o estabelecimadt@alo p
apicatbasal e radial de@orpo da planta. Ha especificacdo dos meristemas caulinares e
radiculares, assim como a formagé&o dos tecidos do sistema embrionaritatAddenente
a embriogéneseigotica pode ocorrer de forma assexuada: a embriogénese somatica,
processo queado envole fertilizacdo nem fusdo de gametas, ocorrendo a partir de células
somaticas(Rocha e Dornelas 2013MAssim a embriogénese soméatica € um método de
propagacédo de plantas onde células somaticas sofrem alteracdo na rota deagéierenci
tornamse competers para formar embriogZimmerman 1993; Fehér 2005; Rocha e
Dornelas 2013).

Em geral a embriogénese somatica é caracterizada pela formagdo de uma estrutura
bipolar, no qual seus dominios (meristemas radicular e caulinares) sdo formadoscaum ani
eixo e tenporalmente sincronizadoferes 2002) Manifestam um sistema vascular
fechado,em conexdo com o tecido de origem ex@lante(Crouch 1982). Existem dois
padrbes basicos de expressdo da embriogénese somaticadelo direto, no qual os

embrides soméatico®riginamse dos tecidos matrizes sem a formacdo de estagios
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intermediarios de calos; 2. modelo indireto, no qual os embrides somaticos se formam a
partir de um tecido intermediario chamado calo, que apresenta células em diferentes
estagios de diferenciacdo e, consequentemente, com diferentes graus de gétermina
(Guerra et al 1998)

A embriogénese somatica, permite a reproducdo massiva de muitas espécies de
plantas com vista em sua conservagdo, desde que suas caracteristicas genéticas sejan
respeitadasOutras aplicacoes estdo relacionadas com o saneamento, a reproducdo de
plantas elite providas de programas de melhoramento genético e a reproducdo de plantas
transgénicas Unicas constituidas por produtos de transformacédo da engenlddica gen
(Zimmermannr2010;. Smertenko e Bozhkov 2014)

O conhecimento dos requisitos necessarios para o citiitro, juntamente com
as adaptacOemetodoldgicas, permite cultivacélulas em biorreatores com producao
automatizada, e praticamente indefinida, de numerosas espécies de planta, bean como
obtencdo de produtos de seu metaboli§ufasil 1994 Yeung 1995). Ao mesmo tempo, é
possivel conservar esse material mediante a criopreservagdo com subsequéoteleriac
bancos de geneé/on Arnold 2008). Além disso, os embrides maduros podem ser
armazenados e encapsulados em compostos como alginato, o que conduze a geracao de
sementes sintéticdRedenbaugh et al 1986; Redenbaugh et al 1991). Assim, o modelo que
embasa o entendimento do desenvolvimento embriogénico € uma poderosa ferramenta para
multiplicacéo e a geracdo geande numero de individuos geneticamente iguais.

O processo de embriogénese somatica esta dividido em duas fases: indugcédo e
maturacdo. Na fase de inducdo, as células somaticas (totipotentes) adquirem canpeténci
embriogénica e proliferastse como células embriogénicas, ja na fase de maturagéo, as
células embriogénicas rediferencia para formar embrides somaticos. As duas fases
agem independentemente e sao influenciadas por diferente fdfnesnez 2001;
Namasivayam 2007). Salse que o nivel enddégeno de fitorménios (auxinas, citocininas
e ABA) do material confere maior ou menor grau de competéncia embriogénica. Assim,
explantes com alto nivel de auxinas endogenas sao mais sensiveis e responsivos ao uso de
reguladores de crescimento no meio de cultivo, podendo inclusive ndo precisar da adi¢cao de

reguladores para induzir embriogénese somatica (Fehér 2008).
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Por outro lado o potencial embriogénico do material cultivadatro vai depender
também da sensibilidade especifica dos tecidos/células aos sinais de estresse e/ou
hormonais exégenos (Gaj 2004gualmente a inducdo de embriogénese somética é
determinado nédo so pela alta eficiéncia do material em produzir embrides seméico
depende da capacidade dos embribes somaticos em originar plantas (Redenbaugh et al
1986).

O uso de reguladores de crescimento no meio de cultivo é fundamental para a
inducdo e maturacdo de embriogénese somatica em algumas e&paicki04; Zavattieri
et al 2010). Todavieem muitos casos o estresse quimico e/ou fisico como concentracdes
elevadas de sacarose, altas temperaturas e presenca de metais pesados no meio de cultiv
foram estimulos suficientes e mais eficientes para a indugdo de embriogénéiseas®e
tal modo, a interacdo entre esses fatteaspapel importante na transducéo de sinais que
levam a reprogramacdo da expressdo génica do material, acompanhado de divisbes
celulares as quais induzem o crescimento polarizada acarretando a fodmagabrides
somaticogRocha e Dornelas 2013).

A composicdo e a concentracao relativa do regulador de crescimento utilizada no
meio de cultivo determinardo a capacidade de resposta do explante/cultura, assien co
maneira morfogénica de reag®aj 2004. Assim também, o uso de auxina e citocininas
separadamente possui 0 mesmo efeito que cultivar o material com os dois reguliedor
crescimento no mesmo meidtaden et al 2008)

Entre os reguladores de crescimento as auxinas sao reconhecidas como esaenciais
inducdo da embriogénese, considesacomo um dos fatores principais envolvidos na
aquisicdo da competéncia embriogénica dos tecidos soméfiopsiura e Komamine
198Q Pasternak et al 20D2Mais de 80 % dos protocolos de embriogénese somatica
utilizam auxinas ou auxina/citocininas no meio de inducéo. A principal finalidade do uso de
reguladores de crescimento no meio de indugdo é criar um gradiente de transporte de
auxinaAlA para o estabelecimento da simetria bilateral na fase inicial da embriogénese,
sendo um préequisito para o desenvolvimento embrionario (Schiavone e Cooke 1987; Liu
et al 1993; Fischer e Neuhaus 19983sim, para estabelecer esse gradiente de auxina é

necessario altos niveie AlA nos tecidos competentes (Jiménez 2005)
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Entre as auxinas, o acido jilorofenoxiacético (2;4D) é o mais usado para a
inducdo de embriogénese somética de forma isolada ou em combinagdo com outro
regulador de crescimento (Gaj 2004) alta eficiéhcia do 2,4D na inducédo de
embriogénese somatica no cultivo vitro de diferentes espécies possui um carater
especifico e exclusivo que compete a este regulador de crescimento. Assim, steiso de
regulador de crescimento sintético parece agir ndo sé analogo auxinico mas também
como um fator de estresse eficaz. Trabalhos mostram que o0 uso-Dea2atreta
reprogramacao celular na expressao génica, do mesmo modo que modificagoggési
como: aumento dos niveis endégenos de auxina, controlasda fema a polaridade
celular, e desencadeando assim o inicio do desenvolvimento embriog@rebér et al
2003).

Durante a fase de maturacdo, os calos embriogénicos estdo comprometidos a gerar
embrides somaticos, esta fase geralmente exige diminuicdo ou remocao total da
concentracdo de auxinas para o desenvolvimento dos embrides, de tal modo a remogé&o da
auxina no meio de inducdo gera inativacdo de genes paralisando assim o processo de
embriogénese somati¢klmeer2013) assim a permanéncia do materialt pm periodo
longo no meio de inducdoom auxina pode levar a paralsio do desenvolvimento
embrionario e/ou perda do potencial embriogénico, além disso, o uso prolongaddde 2,4
pode ser o responsavel por variagbes genéticas e epigenéticas das (tdturAsnold
2008). Dessa formafoi estudado que a exposicdo cond a elevada concentracdo de
auxina interfere no gradiente de translocacédo da auxina estabelecido duramctssgpde
inducdo embriogénica, impedindo a correta simetria bilateral do embridaénéine
Thomas 2005).

Uma vez que os embrides somaticasgem otamanho ideal € necessario tréag
de meio de cultivo, para permitir o desenvolvimento da parte aérea e do sistemarradicul
assim juntamente com a demanda de auxinas, ressaliaimportancia da presenca de
citocininas no meio de cultivo, gémeente a alternancia entre estes -fimmmoénios €&
requerida para o sucesso da embriogénese sonfdticanermannn 201Q0)da mesma
forma o uso de GAdurante a fase final do desenvolvimento tem facilitado uma rapida

germinacdo de embrides somati¢dtenko et al 2002)Hartmann et al (2002elatam a
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necessidade de vernalizacdo e/ou uso dehéitménios (giberelinas ou citocininas) para
guebrar a dorméncia que muitas vezes podem apresentar os embrides somaticos.

A caracteristica mais relevante do uso decaiinas no cultivoin vitro é a
influéncia na proliferacdo e diferenciacdo celulgimeer 2013) As citocininas mais
usadasno meio de cultivo sdo NBenzilaminopuringdBA), cindina, zeatina eidiazuron
(Jiménez eThomas 2005Von Arnold 2008) A presenca de citocinina pode aumentar o
namero de embrides somaticos, porém, niveis endégenos elevados de citocinina nos tecidos
vegetais esta@associads afalta de resposta embri@gca em duas espécies herbaceas
euwlicotiledbneas (Brown et al 1995).

A aplicacdo exogena de acido giberélico (J>&m varias espécies imlou diminui
a formacgéo de embrides sométicos; entretanto também foi relatado que asgbEEAs)

e 0 aao abscisico (ABA) possuem papémportantes na germinagado e na regulacédo do
desenvolvimento de embribes somaticos \étis vinifera x Vitis rupestrigTakeno et al
2006).Choi et al (1999)ambénmrelatarama importancia do uso de GAo meio de cultivo
e/ou tratamento de vernalizagdo para germinagdo de embrides somaReosxiginseng

em estado de dorméncia. Essa caracteristicaGég@ de inibir ou promover o
desenvolvimento de embrides somaticos esta relaciopeml@velmente a inibicdo da
inducdo de zonas p®mbriogénicas, pooutro ladoé requerido para o desenvolvimento
dessas zonas uma vez formagdsshkov et al 2008).

Assim, tornase crucial saber o periodo de permanéncia do material em cada fase da
embriogénese somatica para se ter sucesso no processo. Cultivar o prataraperiodo
extenso no meio de inducdo sapentado com auxina pode levar a paralisacdo do
desenvolvimento embrionario e/ouparda do potencial embriogénicm material(Von
Arnold 2008) Existe uma relacdo entre a taxa de proliferaciolaele o patncial
embriogénicogeralmente, a proliferacdo lenta retém o potencial por muito mais tempo do
que a proliferacdo acelemdassim a diminuicdo ou a eliminacdo do regulador de
crescimento do meio leva a desaceleragao na proliferacéo celular, prolongssaltodna

o poencial embriogénico do material (EImeer 2013).

Estudos anatdmicos e histoguimicos

O estudo do desenvolvimento dos sistemas de regeneragdo, sob aspectos

citologicos, pode otimizar a eficiéncia dos mesmos, bem como na selecaoagaealid
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desses sistemas para serem utilizados em protocolos de transformatida (&imeéng et al
2009) O estudo histologico de indugdo de gemas adventicias tornou claro que o processo
envolve mais de uma célula atuando de forma coordenada. Ja a embriogérigma som
pode ser de origem unicelular ou pluricelular (Von Arnold 2008).

Trabalhos anatémiebistolégicos enembriogénese somaticd@io importantes para
0 conhecimento dos processos guaentecem ao longo do cultiwo vitro, de um explante.
Os estudos anatdmicos tém fornecido descricbes detalhadas das alteracées emeolvidas
aquisicdo de competéncia embriogénica e histodiferenciagdo de embrides somaticos
(Moura et al 2008; Moura et al 2010; SdRamos et al 2010)De acordo com o
desenvolvimento dos embe$ somaticos, estgoden ter origem unicelular, quando sao
formada a partir de uma Unica céluflaccius 1978pu multicelular quando um grupo de
células da origem ao embrifiRaghavan 1979).

Métodos histoquimicos & permitido o monitoramento da mobilizacédo e sinteses
de compostos de reserva durante o desenvolvimento embriogénico possibilitando o
reconhecimento de regides e/ou tecidos de alta demanda engi@éatigahualdnocente
et al 2009; Rocha et al 2012).

Gere marcadoiSERK

A embriogénese somatica tem sido relatada para um grande numero de
angiospermas e gimnospermas, e serve como ferramenta para estudos relaeionados
desenvolvimento do embrido em plantas (Zimmerman 1998pese que as células
competentessdo responsivasa uma série de condicdbes que dardo origem ao
desenvolvimento empadrdo embriogénico. Entre estasndi¢des, podemos incluir
alteracdes dos niveis de auxina (exdgenms enddgenos), assim como fatores de estresse
(Fehér 2005).

As resposta celularesas condicdes de estresse de plantas cultivadagtro
dependemdo nivel de estresse e do estado fisioldgico das céQiamdo o nivel
estresse excede a tolerancia celular as células podem semededorma contria, 0s
niveisbaixos ou médios de estresse podem aumentar o0 metabolismo e induzir mecanismos
de adaptacaqLichtenthaler 1998). Entre os etanismos de adaptacao ingeia
reprogramacdo de expressdo génica, assim como mudancas celulares cfisiolgi

metabodlicagFehé et al 2003).
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O processo de aquisicdo da competéncia embriogénica de células somaticas envolve
a reprograracdo dos padrbes da expressaoiaggé bem como alteracées na morfologia,
fisiologia e metabolismo celulgZimmerman 1993; Suprasanna e Sidha 20A83lise de
mudancaso padrao dexpressao génica eArabidopsisem resposta ao tratamento com 1
UM de 2,4D; demostraram que 148 genes aumentaram anscticag enquant®5 genes
diminuiram a transcrigiem resposta a este tratamentiestacando, oampo de a¢édo do
2,4D. Entre os genes afetados pela adaéste regulador de crescimento, dgueles
envolvidos na transcricdo, no metabolismo, nasthacdo de sinais, nha comunicacao
intercelular, na codificacdo de proteinas, no transporte celular e na interagdo com
ambiente celulagFehér 2005)

Por sua veza embriogénese somatica é uma técnica adequada que permite o estudo
de aspectos moleculares envolvidos na aquisicdo de competéncia embriogénica pelas
células somaticas. Almngo dos anos foi alcgadogrande progresso na aréa biologia
molecular da embriogénese somaticantribuindo para a compreensdo da interagédo
complexa que existe entre a indugdo e a expressao embriogénica. Estudos moleculares e
genéticos, focados no desenvolvimento das plantas, identificaram varios grupssede
gqueestdo associad@saquisicdo e aumento da competéncia embriogénica. Entre os genes
marcadores envolvidos na transicdo das células somaticas para embriogénisas tem
SERKs,BBMe LECs(Rocha e Dornelas 2013):

O gene SERK encontrase dentre os mais estudados envolvidos na rota de
transducdo de sinais que governam a embriogénese somatica e Zigitisalado pela
primeira vez através de um “screening” diferencial entre culturas embriogénicas e nao
embriogénica de cenoura Daucus caroty foi correlacionado qualitativa e
quantitativamente com a presenca de células competentes a embrig§éhesdt et al
1997).

O geneSERKfaz parte de uma familia multigénica de receptoreprdteinas do
tipo quinase (RLKReceptorlike kinase), que compreendem proteinas integrais de
membrana com trés dominios caracteristicos: dominio extracelular, dominio
transmembranar e dominio quingSenertenko e Bozhkov 2014lo dominio extracelular
estdo presentes um peptideo sinal, ziper de leucina, cinco regides ricas em leucina

(apenasSERKtem 5 regides, sendo esse namero variavel nos diferentes receptores) e um
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dominio rico em prolina, exclusivo de proteinas SER&.aindana sequéncia da proteina

um dominio transmembrana, um dominio quinase intracelular constituido de onze
subdominios, seguido da extremidade carbenxninal (Schmidt et al 1997; Hecht et al
2001).Entre os geneSERK o mais estudado éAISERK1de Arabidopsis, sendo que ja
foram identificados mais quatro gerfeERK nessa espécie (AtSERK52, com bae na
similaridade conAtSERK1(Baudino et al 2001).

A expressao de homoélogos 8&RKfoi observadadesde o irdio da embriogénese
somatica até o estadio globular em algumas espécies (Somleva et al 2000; H&da ¥t al
ou até a o estémcordiformeem outragSchmidt et al 1997; Somleva et al 2000; Salaj et al
2008).

Desde entdo, estudos de expressdo de genes da f&RIRK vém sendo
desenvolvidos com diversas espécies cafea mays(Baudino et al 200]1)Medicago
truncatula (Nolan et al 2003; Nolan et al 2009; Wang et al 20Theobroma cacao
(Santos et al 2005 0cos nucifergPérezNufiez et al 2009)Rosa caningKedong et al
2011),Araucaria angustifoligSteiner et al 2012Prunus incisaThunb.)(Ben Mahmoud
et al 2013), dentre outras. Esses estudos demonatpossibilidade de uso desse gene

como marcador de embriogénese somatica.
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CAPITULO 1: EMBRIOGENESE SOMATICA DE LISIANTHUS ( Eustoma
grandiflorum) A PARTIR DE EXPLANTES FOLIARES: CARACTERIZACAO
MORFO-ANATOMICA, HISTOQUIMICA E EXPRESSAO DO GENE SERK

RESUMO - Na embriogénese somatica € essencial o entendimentmelcanismogjue

atuam na transicdo de células somaticas para embriogénicas, além da determinacdo da
origem celular e dos grupos celulares envolvidos na regeneracdo, tanto para o
desenvolvimento de protocolos eficientes quaatia avalidacdo do uso da embriogénese
somatica em programas de melhoramento e na transformacéo genética. Cbggiropor

um protocolo eficiente de embriogénese somatica a partir de explantes foliakes de
grandiflorum comprovado por analise histolégicasnoleculares nas diferentes fases das
culturas embriogénicas. Apés os estudos realizadosmendae o uso de 10 uM de 2,4

D na fase de inducdo com permanéncia ded 3f@ste meio de cultivo. Para a fase de
diferenciacdo e maturacdo de embribes somatieoesmendae o0 uso de @M de BA no

meio; no entanto, o uso denT pode ser uma alternativa adequada nesta fase.
demonstrado que a combgéo de auxina e citocininas e o tempo de permanéncia durante a
inducdo de embriogénese somatica mantiveram os niveis de ploidia da €3p@&stidos
anatémicos realizados comprovaram que a origem de calos embriogénicssesiEda as
intensas divisBes anticlinais de células perivasculares e do mesofiloaAmissferéncia

dos embribes somaticos para o meio de diferenciacdo e maturacédo clssegeominacdo
assincronica e regeneracdo de vitroplantas. Os compostos dearass células dos
explantes foliares inicialmente cumprem funcéo estrutural nos tecidos.,Raréomgo do
processo de embriogénese somatica houve variacdo aparente nas concentracdes de amido
polissacarideos, substancias pécticas e proteinas totamalOde expressdo deERK
somente foi observado camnicio das divisdes células e estendeuao longo do
desenvolimento embriogénico até o esi@dylobular dos embrides somaticos. Assim,
sugerese que a aquisicdo de competéncia embriogénica pelas células sométicas na
embriogénese em segmentos foliares esteja sinalizada pelo useDded@meio de cultivo

e que a expressao BgSERKIlike possa seutilizada para monitorar a transicéo de células
competentes em células e tecidos embriogénicos.

Palavras-chave:Embriogénese somética, explantes foliares, hibridizexcaitu, filogenia.
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SOMATIC EMBRYOGENESIS OF LY SIANTHUS (Eustoma grandiflorum) FROM
LEAF EXPLANTS: MORPHO -ANATOMICAL HISTOCHEMICAL
CHARACTERIZATION AND SERK GENE EXPRESSION

ABSTRACT - During somatic embryogenesis it is essential to understand the basic
mechanisms leading the transition from somatic to embryogenic cells, andrtoidetbe
cellular origin and cellular groups involved in regeneration. This knowledgédeviliseful

for the development of efficient protocols and the validation of using somatic
embryogenesis in breeding programs and gentic transformation. This work aievelapd

an efficient protocol of somatic embryogenesis from leaf explantsEa$toma
grandiflorum by studying the cytological and molecular changes at different stages of
embryogenic cultures. Our results suggest the use aMLOf 2,4-D for the period of 30

days in the culture medium for the induction phase. For the differentiation and maturation
phase of somatic embryos we recommend to ugeVi2BA. We also show that the
combination of auxin and cytokinins and the culture period used did not alter the ploidy
levels of the regenerants. The anatomical studies performed showed thalgitheofo
somatic embryogenesis is associated with intense anticlinal divisions of pelarasnd
mesophyll cells. We observed asynchronous geatitn after transferring the somatic
embryos to the differentiation and maturation medium. The storage compounds in the cells
of leaf explants initially played a structural role in the tissues. Howevengdine somatic
embryogenesis process there welnanges in the concentration of starch, polysaccharides,
pectins and total protein. The situ hybridization signal ofSERKgene expression was
detected in early cell divisions and extended along the embryogenic development to the
globular stage of the somatic embryos. Our results suggest that the emlryogeni
competence of somatic cells during somatic embryogenesis from leaf tsswbseved by

the addition of 2,D, thatEgSERKIike expression can be used to monitor the transition of

competent cells iBmbryogenic cells and tissues.

Keywords: Leaf explants, somatic embryogenesissitu hybridization, phylogeny.
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INTRODUCAO

O lisianthus(Eustoma grandifloruné uma espécie herbacea biedal familia
Gentianaceagecultivada como anual, de caule ereto, folhas ovais e oblongas, formando
com as flores um granderativo ornamental. E originarido norte do México e sul dos
Estados Unidos da América, podendo ser cultivado tanto comdefmorte quanto plantas
de va® (Dole e Wilkins 2005)

A aceitacdo dessa espécie no mercado de flores foi potencializada pelo trabalho de
melhoramento genético realizado em caracteristicas como: tolerancia das plantas as
temperaturas elevadas e as doencas; germinacdo das sementggs easi mudas;
uniformidade de floracao;\eda pdseolheita das florefHarbaugh e Scott 200Blarbaugh
2007 Dole e Wilkins 2005), dentre outras.

Esta espécie pode ser propagada de forma sexuada e assexuada. Dentre as formas de
propagacdo, destasa a propagacddn vitro, sendo importante estratégia para o
melhoramento vegetal, clonagem e multiplicaca& dgradiflorumem larga escala e para
a obencéo de plantas com elevada qualidade fitossanitaria e gefigicaeto Cid e
Teixeira 2006; Kaviani 2014Dentre as duas vias morfogénitas/itro, a embriogénse
somatica e a organogénepgmeira caracterizae pela formacéo de uma estrutura lapol
na qual sdo formados os meristemas apéc radicular num Unico eixaemporalmente
sincronizados. Os embrides somaticos desenvebeemiravés de uma unica célula ou de
um grupo de células somaticas e poder induzids de forma direta ou indireta através da
formacgao de calo@arami et al. 2009; Rocha e Dornelas 2013; Rocha et al. 2014).

As fases de inducdo, diferenciacdo e maturacdo da embriogénese somatica
dependem das condi¢des de cultivo, do gendtipo (cultivar/espécie), do tipo de explante, do
estadio de desenvolvimento e dos niveis endogendgcdbormoéniosda planta matriz
(Namasivayam 2007), sendo fundamemafa a indugdo e maturacdo da embriogénese
somatica em algumas espécdi€mj 2004; Zavattieri et al. 2010). Entre os reguladores de
crescimento, as auxinas sao reconhecidas como essenciais na inducdo da enghriogénes
sendo considerada como um dos principaisubstanciasenvolvidos na aquisicdo da
competéncia embriogénica das células somatiagsnura e Komanme 1980 Pasternak et
al. 2003. Dentre as auxinas, o acido -2l¢lorofenoxiacético (2;/4D) € o mais utilizado
para a inducdo da embriogénese somatica de forma isolada ou em combinagdo com outros

30



reguladores de crescimento (Gaj 2004). Uma vez que osteslsomaticos atingirem o
tamanho ideal, € necessario trdos de meio de cultivo, para permitir o desenvolvimento
da parte aérea e do sistema radicular, assim juntamente com a demanda de auxinas,
ressaltase a importancia da presenca de citocininas @o uhe cultvo; geralmente faze
necessariaa alternancia entre estes reguladores de crescimento para 0 sucesso da
embriogénese somati€aimmermannn 2010).

A composicdo e a concentracdo relativa do regulador de crescimento utilizada no
meio de cultivo dterminarédo aesponsividadeo explante, assim como a rota morfogénica
(Gaj 2004) Além dissg o periodo de permanéncia do material na fase de inducéo € crucial,
uma vez que um periodo extenso no meio de inducdo suplementado com auxina pode levar
a paralkacdo do desenvolvimento embriogénico e da perda do potencial embriogénico do
material. Sendo assim, o uso prolongado de-R2,pode ser o responsavel por vareg0
genéticas e epigenéticaasnculturagvVon Arnold 2008).

A manipulacdo dos explantes emeios de cultura pode acarretar em variagbes
morfoldgicas, fisioldgicas, bioguimicagleculares, ditos distirbiogue podem ser Uteis
ou indesejaveis dependendo do objetivo do trabalho (Neelakandan e Wang A%12)
mudancas morfologicas e as alteracGesnossomicas, como por exempiymento no
nivel de ploidia, sdo as variacdes genéticas mais observadas na cultura de(detidos
2001) Existem varios métodos para deteccdo e monitoramento do nivel de ploidia das
plantulas geradas vitro, sendo que citometria de fluxo € uma das técnicas mais eficazes
na identificacdo deste tipo de altera¢Bolezel e Bartos 2005; Orbovi¢ et al. 2007; Bairu
et al. 2010; Pasqual et al. 2012).

Por outro lado, é essencial o entendimem®ndecanismogjue atuam a transicao
de células somaticas para embriogénicas, além da determinacdo da origem celular e dos
grupos celulares envolvidos na regeneracdo tanto para o desenvolvimento de protocolos
eficientes(Fehér et al. 2003; Fehér 2005; PekiEKiez et al. 2006Quanto & validacdo do
uso da embriogénese somética em programas de transformacdo genética (Shang et al
2009) Assim, estudos anatomicos tém fornecido descricbes detalhadas das alteracbes
envolvidas na aquisicdo de competéncia embriogénica e da histodiferenciaginbrides
somaticos a partir de discos foliaresMianihot esculent§Stamp 1987)Elaeis guineenses
(Schwendiman 1988 ichorium (Dubois et al. 1991)Saccharum officinarun(Brisibe et
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al. 1993) Solanum melongen@arré et al. 2004)Cucumis angurigJu et al. 2014), dentre
outras. Além disso, métodos histoquimicos permitem o monitoramento da mobilizagéo e
sintese de compostos de reserva durante o desenvolvimento embriogénico, pudsibilita
reconhecimento das regides e tecidos com elevada deeragdgeticdBranca et al. 1994;
Cangahualdnocente et al. 2004; Cangahuala-Inocente et al. 2009; Rocha et al. 2012).

A aquisicdo da competéncia embriogénica de células somaticas envolve a
reprogramacéo dos padrdes da expressao génica, bem caberagdes na morfologia,
fisiologia e metabolismo celular. Assim, as mudancas dependerdo dac#@egula
expressdo de genes especificos nos diferentediosstio desenvolvimento embriogénico
(Zimmerman 1993; Suprasanna e Sidha 20@8)mitindo o estudale aspectos morfo
fisiologicos e moleculares envolvidos na diferenciacdo celular e no desenvolvimento da
embriogénese somatica. Ao longo dos ultimos anos foi alcaggadde progresso na area
de genética molecular da embriogénese somatica, sendo que varios marcadores
embriogénicos foram identificados, entre eles os g&tERK BBM e LEC (Rocha e
Dornelas 2013).

Dentre os genes envolvidos na rota de transducdo de sinais, 0 que governa a
embriogénese e mais estudado &BRK - Somatic Embryogenesis Receptinase
caracterizado como marcador de embriogénes®autus carotaDactylis glomeratae
Arabidopsis thalianaSchmidt et al. 1997; Somleva et al. 2000; Hecht et al. 20D4)
genesSERK fazem parte da supéamilia LRRRLKs, os quais estdo relacionadas
percepcdo de sinais quimicos do ambiente durante o crescimento e desenvolvimento da
planta, sendo capazes de realizar a transducdo de sinais extracelulares para o meio
intracelular (Li 2010). O critério principal que distingue as proteid=RK dos outos
grupos RLKs € a presenca do dominio SPP localizado apds as sequéncias regetitivas
LRRs e antes do dominio transmembrana (Albrecht et al. 2008).

A caracterizacdo da expressdo de homologoSERKserve como marcador de
células competentes, assim cormontrolador da transicdo de células sométicas para
competentes embriogénicas, uma vez que esse gene pode ser um componente de rotas de
sinalizacdo para a embriogénese (Fehér et al. 2003). Por sua vez, a caractesgacao d
homélogos dSERKde Zea may® Dactylis glomeratandica que este gene possui uiuacao
conservada entre mono e eudicotiledoneas (Somleva et al. 2000).
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ParaE. grandiflorumtrabalhos de embriogénese somatica com o uso de explantes
foliares foram propostos por Ruffoni et al. (1980Nhut et al. (2006) porém anélises
histologicase molecularesleste processodo foram feitas até o momento. Entretanto, para
o entendimento dos mecanismos envolvidos na &awliferenciacdo e maturacao, desde a
aquisicdo da competéncia celular & embriogénese somatica, sdo necessarios estudos mais
detalhados dos eventos regenerativos na espécie. Diante disso, o objetivo do trabalho foi
propor um eficiente protocolo de embriogénese somatica a partir de explantes tidiare
Eustoma grandiflorumcomprovadoa partir das mudancas citolégicas e moleculares nas
diferentes fases das culturas embriogénicas.
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MATERIAL E METODOS

Material vegetal e condi¢des de cultivo

Foram utilizados, como material vegetal, sementdsuséoma grandiflorunav. Abc
2-3 Rose, previamente desinfestadas em etanol 70 % (v/v) por 1 min, seguida por imersao
em hipoclorito de sddio comercial 2,5 % (v/v) com 2 gotas de TA@en0,1 % (v/v) por
15 min. Em seguida, foi feita triplice lavagem em agua deionizadd@iestier por 5 min
cada.

As sementes foram inoculadas em placas de Petri (90 x 15 mm, J. Prolab, Brasil)
contendo meio de cultura constituido por sais basicogNUBashige e Skoog 1962)eia
forca, complexo vitaminico MS, 100 mg'lde micinositol, 20 gL™ de sacarose e 6 g'L
de agar Merck O pH foi ajustado para 5,7, anteriormente a autoclavagem a 121 °C e 1,5
atm. As placas de Petri foram acondicionadas em sala de crescimento sob temperatura de
27 + 2 °C, fotoperiodo de 16 h e irradiancia de 36 lumd s*, fornecida por duas
lampadas fluorescentes de 20 W (Ostémz do dia, Brasil) durante 30 d.

Inducdo de calos embriogénicos

Como explantes, foram utilizados segmentos foliares quadrados (&), Bhtidos a
partir do seccionamento de plantulagvamente germinadas vitro. Os segmentos
foliares foram inoculados com a fase adaxialtada para cima, em meio de cultura
contendo sais MS, 2 % de sacarose e suplementado com aciudicl@dfenoxiacético
(2,4D) ou acidoa-naftalenoacético (ANA). Com base nos resultados obtidos foi montado
0 experimento com segmentos foliares em meio MS suplementado com diferentes
concentracées (0, 10, 20, 30 ou 40 pM) de2,ANesta fase de indugdo de calos
embriogénicos, o material foi mantido no escuro pod3fn sala de crescimento, com

temperatura de 27 = 2 °C.

Diferenciacdo e maturagdo dos embrifes somaticos

Para a fase de maturagdo dos embrifes somaticos, inicialmente foi utilizademeio d
cultura MS suplementado com 4 uM dédhzlaminopurina (BA) semelhant@o proposto
por Nhut et al. (2006). Apds 25 d nesse meio de cultura, embrides somaticos no estagio
cotiledonar foram transferidos individualmente para tubo de ensaio contendo meio MS

meia forga, 2 % de sacarose duranted28m seguida, as vitroplantas foram transferidas
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para tubos de ensaio com meio Méeia forca, 2 % de sacarose até o completo
desenvolvimento de dois a trés pares de folhas verdadeiras. As plantulas desanvolvida
foram transferidas para copos plasticos (300 mL) contendo uma mistura ad@adiava
Plantmaf HT (Eucatex, Brasil) com vermiculita (3:1). As plantulas foram cobertas com
sacos transparentes de polietileno para manter a umidade elevada e colocadas em min
estufa de vidro para aclimatizacdo. Apdés duas semanas foi removida o saco denaolietil
para a completa aclimatizacao das plantas.

O uso de 4 uM BA permitiu a germinacdo, desenvolvimento dos embribes
somaticos e obtencdo de plantas aclimatizadas. Porém, em estudos prelimirares, fo
observados meristoides (divisbes celulares concéntricadados ndo mostrados) em
andlises estruturais das vitroplantas; provavelmente relacionadas com a adigd de 4
BA ao meio de cultura. Diante disso, foi proposto a reducdo da concentracédo deilBA, as
como o usode uma alternativa a citocinina BA, sendo utilizado, em substituicé®, a
Topolina (T) adicionada ao meio de diferenciagéo e maturacao.

Calos embriogénicos induzidos em meio MS suplementado com 10 uM-Bea2,4
partir de explantes foliares de. grandiflorum (melhor resposta obtida para a fase de
inducéo) foram transferidos apos 30, 40 oudbPara o meio de diferenciacdo e maturacao
compostaode sais MS com 2 % de sacaresdiferentes concentracdes (2 ou 4 uM) de BA
oumT, além do tratamento ctinle s/RC. Ao longo destas fases, as culturas embriogénicas
foram mantidas em sala de crescimento sob temperatura de 22, £a2operiodo de 16
horas e irradiancia de 36 umol’ra?, fornecida por duas lampadas fluorescentes de 20 W
(Osranf luz do diaBrasil).

Nas fases de inducédo e maturacdo dos embrides soméaticos, a captura das imagens foi
realizada em fotoestere@pio (Olympus SZX7) com camera digital acopladaodelo
Olympus EVOLTF330).

Citometria de fluxo

Folhas de plantas regeneradas a partir da HS deandiflorumcv. Abc 23 Rose
induzidas com 10 uM de 2@ e maturados com 2 uM de BA foram analisadas por
citometria de fluxgparaavaliar o nivel de ploidia de DNA. Plantas germinadagitro a

partir e sementes foram utilizadas como padrao externo diploide da espécie.
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Para obtencado das suspensées nucleares, foram utilizados segmeness(Ruiidy
das amostras de acordo com o métod@dtbraith et al. (1983)esses segmergtdoram
colocados em placas detR e 0s nucleos extraidos propping em 500 pL do tampéao de
lise OTTO I, a 4°C (Otto 1990). As amostras foram incubadas durante 3 min e filtradas
(filtro 30 um) em microtubos de 2 mL. Subsequentemente 500 pL do mesmo tampé&o foram
adicionados para lavagem da placa e filtrados novamente. As amostras foranngeeiatsif
a 100 x g por 5 min. O sobrenadante foi removidopelttresuspendido e incubado em
100 pL do tampédo OTTO por 10 min(Rossi et al2008; Carvalho et al. 2008preu et
al. 2008). As suspensfes nucleares foram coradas com 1,5 mL de tampaell OTTO
suplementado com iodeto de pidgo (IP) (Otto 1990)ap6s 20 min foram filtradas (filtro
20 um) em tubos de leitura e mantidas no escuro até a leitura. As suspensdes foram
analisadas em citdmetro de fluxo BD FACSVErs@®D®). Os histogramas foram
analisados em escala logaritmigadptados com ajuda do softwarelowJo Tree Star
Softwaré.

Delineamento experimental e andlises estatisticas
Inducédo de calos embriogénicos
Para a fase de inducdo de culturas embriogénicas, wdezomu delineamento
inteiramente casualizado (DIC) com cinco tratamentos (0, 10, 20, 30 ou 40 uMDQg 2,4
oito repeticOes cada, e a unidade experimental composta por uma placa de Petri contendo

cincofolhadrepeticdo. Foram avaliadas as seguintes variaveis:

o/umero de explantes com calos embriogénicos

Frequéncia de inducéo (%

x 100;

numero de explantes totais

. ~ umero de explantes oxidados
Taxa de oxidacao (%y— P — x 100.
numero de explantes totais

Os chdos foram submetidos a analise de regresséo, sendo selecionadas dentro da
equacao de regressdo, aquelas de efeito significativo, pelo Restiel e 5 % de

significancia.

Diferenciacao e maturacdo dos embrides somaticos
Para a fase de diferenciacdo e ura¢do dos embribes somaticos, foi utilizado o
delineamento blocos ao acaso (DBC), em esquema fatorial (3x5), sendentpés tde

permanéncia em meio de inducdo de culturas embriogénicas (30, 4@)e &®inco
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tratamentogcontrole —s/RC, ¢/ 2 uM BA; ¢/ 4 uM BA; ¢/ 2 uNh-T e ¢/ 4 pMm-T),
totalizando 15 tratamentos, com quatro repeticdes, e a unidade experimental &@opost
uma placa de Petri contendo quatro calos embriogénicos/repeticdo. Falzadasyas
seguintes vaaveis: Numero de embrides formados (estadios globular, torpedo, cotiledonar

e embrides germinados); Massa fresca e seca total de embrides somaticoadegjener

Frequéncia de matu ragéo ((%(}r:nero de explantes com embrides maduros

x 100; e

numero de explantes totais

Porcentagem de biomassa fresca e seca de embrides (%):

porcentagem da razdo massa fresca ou seca dos embrides

x 100

massa fresca ou seca total do explante

Todas as variaveis foram submetidas a analise de varidncia e as foéghas
comparadasitilizandose o testdukey a 5 % de significancids andlises estatisticas das
etapas de inducdo de calos embriogénicos e diferenciacdo e maturacdo dos embrides
somaticos foram realizadas psloftwareR versao 3.0.3 (R Core Team 20lehm auxilio
do pacote ExpDes versdo l1.XRerreira et al. 2013¢ do pacote Easyanoyarnhold
2014).Para as analises de inducdo embriogénica foi calculada a média de frequéncia de
inducao e da taxa de oxidacao, e os valores plotados no software Sigh{aePso 11.0

Caracterizacao anatémica e histoquimica
Microscopia de luz e caracterizacao histoquimica

Para caracterizacao estrutural e histoquimica, amostras de calos embriogésicos fo
coletadas a cada 1) durante o processo de inducdo (B0 e ao final do ciclo de
maturacao (25 d), e fixadas em solucaddenovsky (1965). Posteriorments amostras
foram desidratadas em série etili(B0 a 95%), e incluidas em resina metacrilato
(Historesin, Leica Instruments, Heidelberg, Alemanha). @ectongitudinais com 5 pum de
espessura foram obtidas em micrétomo rotativo de avanco automatico (RM21&b, Lei
Microsystems Inc., Deerfield, USA). As mesmas foram coradas condezaluidina (pH
3,2) (O'Brien e McCully 1981para caracterizacao estrwglircom Xylidine Pounceau (XP)
(Vidal 1977) para deteccdo de proteinas totais; com acido perigdimgente de Schiff
(PAS)(Feder e O’Brien 196&)ara polissacarideos totais; com lugol para evidenciar amido
(Johansen 1940); com vermelho de ruténio parapcovar a presenca de substancias
pécticagRawlins e Takahashi 1952); e com vermelho neutro (Kirk 1p#f) deteccéo de

lipideos.
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Nesta fase, a captura de imagens foi realizada em microscépio de luz e fluorescéncia
(AX70TRF, Olympus Optical, Tokyo, Jama com camera digital acopladanddelo
Olympus E330. As secc¢des submetidas ao vermelho neutro foram examinadas em luz UV
com filtro de excitacdo azul (BP 450 - 490 nm).

Caracterizacdo micromorfolégica: microscopia eletronica de varredura (MEV)

Amostras ixadas em Karnovsky, foram ptéatadas durante duas horas com
solucdo de tetréxido de O6smio e cacodilato (relacdo 1:1, v/v). Em seguida, foram
desidratadas em série de acetona e secas em ponto critico co(BoZ&bla e Russell
1992) utilizando equipamea Baktec (modelo CPD 030, Baltec, Bralzers, Alemanha).
Posteriormente, foram fixadas estubs seguida da deposicdo metalizada com oeino,
equipamento Balzers de congelamento a seco (modelo FDU 010, BalTec, Balzers,
Liechtenstein), acoplado ao conjunto de pulverizagcéo catddica (modelo SCA-010).

As observacdes e registros fotograficos foram realizados em microskZipoieo
de varredura(LEO 1430 VP, Zeiss, Cambridge, Reino Unido), e todas as imagens

processadas digitalmente.

Localizacao dos transcritos d&EgSERK durante a embriogénese somatica em
E. grandiflorum por hibridizac&o in situ
Coleta e preparo dos tecidos

Foram cdetados calos embriogénicos com 0, 10, 20d 3@ inducdo e embrides
somaticos com 25 d no meio de maturacdo. Os explantes foram coletados em condi¢des
livres da acdo de RNAses e imersos imediatamente em solucdo de paraformaldeido 4 %,
pH 7,0), sendo mantidos por 16 h nessa solucd®@ £&£m seguida, procedse a
desidratacdo das amostras em série etilica (10 a 70 %). As amostras foramaatasazen
20 °C até o momento de serem utilizadas, e posteriormente desidratadas eB0e&ihel
100 % e infiltedas em parafina histolégica (Histd%eBrasil).

Secc¢des longitudinais de 4 um foram obtidas em micrétomo rotativo de avanco
manual (Olympus America Inc CUT 4055) e colocadas em laminas Fishétl{fisier
Scientific) livres de RNAses, secas a temperatura ambiente e armazenadas a&4°C, at

uso. Antes da hibridizacéo, a parafina foi removida com xilol 100 % (duas trocas de 5 min),

38



solucéo contendo xilol e etanol (em uma relacéo 1:1, v/v) por 5 min etanol 100 % (duas

trocas de 5 min).

Sintese das sondas sense e antisenso marcadas com digoxigenina

Sondas de RNA senso e as#inso foram sintetizadas utilizando como molde uma
sequéncia parcial de 878 bp do g8teRKde Eustoma grandiflorun{iEgSERKlike). O
fragmento previamente clonado codifica uma regido conservada que se estende do dominio
SPP até parte do dominio kinase. As sondas foram sintetizadas por trariacvitémn
utilizando oDIG RNA Labelingkit (SP6/T7)(Roch€) de acordo com as instrugdes do

fabricante.

Reacéo de hibridizag&o

Uma aliquota de 60 ng de tRNA de levedura (Invitr6yen60 ng de sonda foram
desnaturados a 80 °C por 5 min e adicionados a 100 pL do tampéo de hibridizag&o (Tris
HCIl 10 mM pH 7,5; NaCl 300 mM, formamida 50 %, EDTA 1 mM pH 8,0; solucéo de
Denhardt 1X) e colocado nas laminas, as quais foram incubadas em camara umi@a, a 42
no escuro durante 16 h.

Reacao de pos-hibridizacéo e deteccao imunolégica

Apos a hibridizacao, as laminas foram lavadas em SSC 4X, 2X, 1X e 0,5X (solucao
SSC 20X = NaCl 3 M, Ngcitrato 0,3 M, pH 7,2), cada solugao por 20 min. Em seguida,
foram mantidas por 5 miem tampéao de detec¢éo 1 (0,1 M de-H@I pH 7,5; 0,15 M de
NaCl) e incubadas por 30 min na solucéao bloqueadora 2 (tampao dgadeteacrescido
de BSA 1 %). As seccbes foram novamente lavadas em tampéao de deteccédo 1 por 5 min e
incubadas durante 1 h com anticorpo ADijoxigeninaAP, Fab Fragments (Roche
diluido 1:1.000 em tampé&o de deteccdo 1. Apds a sequéncia de duas lavagens, de 15 min
cada, em tampéo de deteccdo 1 e uma lavagem de 5 min em tampéao de deteccdo 3 (0,1 M
de TrisHCI pH 7,5; 0,1 M de NaCl; 0,05 M de MgCtom pH final ajustado para 9,5) as
secc¢Oes foram incubadas em solucdo de coloracdo contendo 4,5 puL dé-b@id- 4-
cloro-3-indolil-fosfato) (Promed3 USA) (0,05 g m[) e 45 pL de NBT
(nitrobluetetrazolio) (Promefa USA) (0,05 g ml}) em 1 mL de tampdo 3 por

aproximadamente 40 min, no escuro. Para cessar a reacao, as sec¢des foram incubadas nc
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tampéao de eteccdo 4 (0,01 M de Tri8Cl pH 8,0; 1 mM EDTA) por 10 min, e depois,
lavadas duas vezes em agua bidestilada.

A andlise e captura das imagens foram realizadas em microscopio de luz e
fluorescéncia (AX70TRF, Olympus Optical, Tokyo, Japan) com cameraldagibplada
(modelo Olympus EB30). As seccdes submetidas ao vermelho neutro foram examinadas
em luz UV com filtro de excitagéo azul (BP 4580 nm).
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RESULTADOS

Inducdo de embriogénese somatica

Observouse inducéo de calos no meio com adicdo de ARM®, porémos calos
obtidos nos meios com ANA e 2,26 uM de-B,4ao se desenvolveram. Por outro lado, o
tratamento sem regulador de crescimento (s/RC), ndo apresentmsiégipdea indu@o
embriogénica (Tabelg 1l

Tabela 1 Reacdes observadas apdés o cultivo de explantes foliares Edstoma
grandiflorum cultivados em meio sem regulador de crescimento (s/RC), com adicado de
concentracdes de 2[2le ANA

Meio de cultivo | Concentracdo (UM) Calos Observagdes
s/IRC - - Sem reacao
2,4-D 2,26* + Calos

10, 20, 30 ou 40 + Calosembriogénicos
ANA 8,06 + Pouco calo/rizogénese
10, 20, 30 ou 40 - Morte

*Recomendado por Nhut et al. (2008jmbolos: (+) presenca) @uséncia.

As concentracdes de 10, 20, 30 e 40 uM dd2idduziram formacéo de embrides
somaticos. A frequéncia de inducao ajusteta um modelo linear decrescente, sendo que o
maior valor observado foi de 100 % nas concentracdes de 10 e 20 pMDiela,para o
meio suplementado com 30 e 40 uM del2,4 frequéncia de inducao foi de 97,5 e 90 %,
respectivamente (Fig. 1a).

A taxa de oxidacdo ajusteae a um modelo quadratico crescente; a medida que
aumentou a concentragao do-B.douve aumento na taxa de oxidagdo do material. No
meio de cultivo suplementado com 10 ou 20 uM del2d material ndo apresentou
oxidacdo, porém em explantes foliares cultivados sob 30 ou 40 pM -@ke & thxa de

oxidagéao foi de 10 e 20 %, respectivamente (Fig. 1b).

Potencial de regenmcao dos embrides somaticos

Comparouse 0 potencial de regeneracdo de embrides somaticos entre 15
tratamentos. Para a frequéncia de maturacdo, nao houve interacdo entre o tempo de
permanéncia no meio de inducdo e os meios utilizados na maturacdo. @s tEnp
permanéncia no meio de inducéo (30, 40 e50do apresentaram diferenca significativa

entre si para a variavel frequéncia de maturacdo. Porém, houve diferenca signiictngv
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0s meios utilizados na maturacéo, sendo que a maior frequéncia de maturacao falabserva
nos meios com 2 uM de BA (100 %), 4 uMrd€ (100 %) e 2 uM denT (91,7 %), sem
diferenca significativa entre esses tratamentos (Tabela 2a).

Para o nimero de embrides, massa fresca e seca total de embribes somaticos,
porcentagem de biomassas fresca e seca de embrides houve interacéo isayeifitat o
tempo de duracdo no meio de inducdo e os meios utilizados na maturacdo. Nao houve
diferenca significativa para o numero de embries/explante entre o material que
permaneceu 30 na indugdo com o que permaneceuw4in meio de maturacdo (2 uM de
mT, 4 uM de BA ou s/RC). Por outro lado, o material que permaneceu apedasr80
meio de inducdo, seguido de maturacdo em meio com 2 uM de BA ou 4 M, de
originou maior nimero de embrides/explante (25,9 e 18,3, respectivamente), quando
comparado ao material que permaneceu 40 od & meio de inducdo (Tabela 3b). Da
mesma formaquando permaneceu 8@m meio de inducéo, observea maior numero de
embrides/explante nos mesmos meios relatados anteriormente, quando compasados
meios s/RC, com 4 uM daT ou 2 uM de BA e permaneceu 30alinducéo (Tabelab.

Maiores valores médios de massa fresca total de embribes somaticos e porcentagem
de biomassa fresca de embrides foram obtidos nos meios com 2 uM de BA; e 2 ou 4 uM de
mT no material que permaneceudfo meio de inducdo, sem diferenca significativa entre
eles. No entantops embrides somaticos germinados em meio com 2 uM de BA
apresentaram maior valor médio para as duas avaliacbes em relacdo aos embrides que
permaneceram 40 ou @Dna inducdo. Porém, quando adicionado 2 ou 4 puNMiteo
meio de maturacdo nao houve difengignificativas comparado aos demais tempos de
permanéncia em meio de inducao (Tabela @k, 2

O maior valor de massa seca total de embries somaticos observado foi de 23,3 mg
do material que permaneceu @do meio de inducdo e maturado em meio aalesde 2
MM de BA. Contudo, este valor ndo apresentou diferenca significativa quando comparado
aos meios de maturacao adicionados de 2 oudTdao mesmo tempo de permanéncia na
inducéo (14,2 &2,1, respectivamente) (Tabekd.2

A porcentagem de biomasseca total de embrides somaticos foi estatisticamente
inferior quando o material foi germinado com 4 uM de BA ou s/RC cochrB0meio de
inducdo. O material que permaneceu pomd3ta indu¢cdo e maturado com 2 uM de BA
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apresentou 34,2 % de biomassa seca total de embrides somaticos, constituindo o maior
valor observado, porém néo diferiu estatisticamente dos valores médios obtidosasos mei

com adi¢céo denT (Tabela ).

Tabela 2Frequéncia de maturacéo (%) (a); Numero de embrides (b); Massa fresca total de
embrides somaticos regenerados (mg) Rorcentagem de biomassa fresca de embribes
(%) (d); Massa seca total de embridGasmaticos regenerados (mg) (eP@centagem de
biomasa seca de embrides (%) (f) em funcdo dos dias de permanéncia em meio de inducéo
de calos embriogénicos, do regulador de crescimento e da sua concentracda,utidiza
formacao de embrides somaticos em explantes foliaressterma grandiflorum

(@) (b)

Tempo de inducgéo Tratamentos Tratamentos 30d 40d 50d
30d 79,9 a s/RC 22,2c s/RC 2,3 Ac 2,5 Ab 0,8 Ab
40d 78,3 a mT -2uM 91,7 a mT - 2uM 149 Ab 17,7 Aa 3,3 Bab
50d 66,7 a mT -4uM 100 a mT - 4uM 18,3 Aab 10,2Bab 12,5 Aba

BA-2uM 100 a BA - 2uM 259Aa 17,6Ba 7,9 Cab
BA-4uM 61,1Db BA - 4uM 5,25 Ac 3,4 Ab 4,9 Aab
(© (d)
Tratamentos 30 d 40d 50d Tratamentos  30d 40d 50d
s/RC 22,5 Ab 19,3 Ac 9 Ac s/RC 6,9 Ab 2,4 Ab 1,5Ab
mT -2uM 2599 Aa 326,9 Aa 36,6 Babc mT - 2uM 319Aa 39,1Aa 6,5Bab
mT - 4uM 281,4 Aa 1453 ABb 133,1Ba mT - 4uM 34,2 Aa 19,2 Aba 14,6 Ba
BA-2uM  443,6 Aa 171,5Bab 70,4 Aa BA - 2uM 43,8 Aa 19,1Ba 7,2Bab
BA - 4uM 28,8 Ab 23,3 Ac 14,9 Abc BA - 4uM 5,8 Ab 5,1 Ab 3,2 Ab
(e) ®
Tratamentos 30d 40d 50d Tratamentos 30d 40d 50d
s/RC 0,8 Ab 1Ac 0,3 Ac s/IRC 2,2 Ab 1,7 Ac 0,7 Aa
mT - 2uM 14,2 Aa 18,7 Aa 1,9 Babc mT - 2uM 246 Aa 31,8Aa 4Ba
mT - 4uM 12,1 Aa 7.8 Ab 7,4 Aa mT - 4uM 22,2 Aa 15,1 Abc 12,6 Aa
BA - 2uM 23,3Aa 105Bab 3,8Bab BA - 2uM 34,2Aa 15,8Bb 5,8Ba
BA - 4uM 1,9 Ab 1,9 Ac 0,8 Abc BA - 4uM 3,9 Ab 3,7Abc 1,9 Aa

Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas na horizontal e mmaacegrtical ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5 % de probabilidade.

Citometria de fluxo

Plantas regeneradas foram analisadas por citometria de fluxo. As suspensdes
nucleares obtidas de protocolos adaptados de citometria de fluxo apresentaram nucleos
intactos, isolados e estequiometricamente corados. Os valores de nucleos ariatesados
obtidos de 10.000 eventos para todas as plantas. Todas as amostras apresentaram 0 mesm
nivel de ploidiasemelhantesom plantas de origem seminifera (padrdo externo) (Fig. 2a).

A citometria revelou que todas as plantas regenerantes sao diploides (2x) (Fig. 2b)
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Desenvolvimento dos embrides somaticos

Como explantes foram utilizadas folhas de plantas germimadaso (Fig. 3a). A
andlise estrutural destes explantes, em corte longitudinal, revelou célulagsdfilo
intactas, assim coomervura secundaria contendo sistema vascular bem definido (Fig. 3b).

Apos 10d de cultivo em meio MS com 10 uM de ZMfoi observado inicio de
calogénese nas regides periféricas dos explantes, formando calo cicatriciat)Hitpuve
desarranjo das células do mesofilo com divisdes no sentido anticlinal e formagimsle z
pré-embriogénicas. Além disso, foram observadas divisbediaais originadas de células
perivasculares. No mesmo periodo de cultivo observagardois grupos distintos de
células- o primeiro com células maiores e vacuolizadas e outro grupo de células com
caracteristicas meristeméticas, menores, isodiamétricas, micleo proeminente e
citoplasma denso, com caracteristicas de células embriogénicas (Fig. 3d).

Aos 20 d observowse o desenvolvimento dos calos embriogénicos (Fig. 3e),
apresentando intensas divisdes anticlinais, as quais originaraamprides com aésicia
de protoderme bem definida (Fig. 3f). Aos @houve aumento do tamanho dos calos
embriogénicos (Fig. 3g) e rediferenciacdo gradual e assincronica das zdnras pr
embriogénicas, originando embrides somaticos em estadio globular, com protoderme bem
delimitada e vascularizacdo. Obsensmiaumento gradual do nivel de vacuolizacao (Fig.
3h).

Somente apoés a transferéncia do material ao meio contemiibde BA (25 d de
cultivo) houve germinacdo dos embrides somaticos com desenvolvimento dos primordios
foliares (Fig. 3k). A seccédo longitudinal do embrido somatico germinado com 25 d no
meio de maturagdo demonstrou a presenca de epiderme, meristema fundantemal, sis
vascular desenvolvido, primordios foliares e domo apical bem evidente (Fig. 3BséNota
no domo apical e nos primérdios foliares do embrido somatico germinado, o crescimento
inicial caracteristico da espécie em forma de roseta (Fig. 3m). Vitraplprdvenientes da
ES a partir de explantes foliares Eegrandiflorumapds 3 semanas de aclimatizacao (Fig.
3n).

Caracterizacao histoquimica
Foi acompanhada a mobilizacdo das reservas ao longo do processo de embriogénese

somatica a partir de explantes foliareskegrandiflorum Houve aparente variacdo nas
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concentracbes de amido, polissacarideos, substéncias pécticas e proteisasigotai
observactes foram realizadas com o auxilio de testes histoquimicos: lugpkd?delho

de ruténio e XP, respectivamente. Porém, para lipideos, o teste de vermelho neutro foi
negativo na fase de inducdo embringé.

Na fase de maturacdo, aos 25 d os embribes somaticos germinados apresentaram
reacao positiva para lugol, PAS, vermelho de ruténio e vermelho neutro. Observou
também decréscimo gradual na quantidade de proteinas durante o processo de
embriogénesemsnatica até o completo consumo aos 25 d no meio @eeddiacédo e

maturacao (Tabela3

Tabela 3 Testes histoquimicos ao longo das fases de inducdo e maturacdo na
embriogénese somatica Bastoma grandifloruma partir de discos foliares.

Ly Testes histoquimicos
Estadio de Vermelho Vermelho
desenvolvimento| Lugol PAS - XP
de ruténio neutro
0od + + + + -
. 10d + + +++ ++ -
Inducao 20d ++ +++ ++ +++ -
30d +++ + + +++ -
Maturacao| 25 d + + + - +

Abreviacles: {) reacdo negativa; (+) reagdo positiva; presenca estrutural; (++) reagdo positiva;
acumulo da substancia; e (+++) reagao positiva intensa; intenso acimulo dacfubsta

O tratamento controle apresentou reacédo positiva para o teste de vermelho de
ruténio demostrando a natureza péctica da parede celular (Fig. 4a). Olsgergagao com
PAS associado a celulose e hemicelulose da parede celular, assim como da deposicéo d
amido nas células do mesofilo (Fig. 4b). J& o teste de XP evidenciou a presenca de
proteinas nas células do mesofilo e do feixe vascular (Fig. 4c).

Aos 10d da inducdo foi observado aumento aparente de substancias pécticas
associadas a parede celular ndslag em divisdo (Fig. 4d). Assim também, com o inicio
das divisdes celulares, houve estabilidade no acumulo de grdos de amido evidestgiado p
teste histoquimico de PAS (Fig. 4e). Houve aumento na concentracdo de proteinag no inici
das divisbes celularébig. 4f).

Com 20d de cultivo houve reacgéo positiva do teste de vermelho de ruténio (Fig.

4g). No mesmo periodmbservouse aumento aparentemente de amido nas zonas pré
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embriogénicas, assim como reacgao positiva da parede celular ao PAS (Fig.e$tg.corn
XP evidenciou a presenca de proteinas nas zonas pré-embriogénicas (Fig. 4i).
Ao final do cultivo, no meio de indugcdo com @0observotse presencga de pectina
da parede celular (Fig. 4j), houve aumento aparente da concentracao de grédos de amido nos
embrides somaticos corados com PAS (Fig. 4k) e presenca de corpos protecos

embriGes somaticof com presenca de esclereides (Fig. 4l).

Caracterizacdo do padréo de expressao ®ERK por hibridizacao in situ

Cortes longitudinais da folha, no tempo zero da inducade.dgrandiflorum
mostram detalhe do feixe vascular e células do mesofilo (Fig. 5a). A hib@dirasitu
dos cortes histolégicos com sonda antisenso nao sinalizou a presenca de transcri®s do gen
SERKnessa data (Fig. 5b). Aos 1Ono meio de indugdo com 10 puM de -R4foram
observadas divisdes anticlinais nas células perivasculares com formagcdo der@gonas p
embriogénicas (Fig. 5c). Nesta fase houve forte marcacao da expreS&iERKiea regiao
proliferativa (Fig.5d).

Aos 20d intensificaramse as divisdes anticlinais as quais deram origem aes pro
embrides (Fig. 5e). As regides petnbriogénicas apresentaram sinal caracteristico da
expressdo d8ERK(Fig. 5f). Houve desenvolvimento das zonasgmibriogénicas dando
origem a embrides somaticos em estadio globular aosl 80ig. 5g). Os embrides
somaticos globulares mostraram forte marcacédo da expresS&iR#€Fig. 5h). Apds 25 d
da transferéncia do material embriogénico ao meio de matucgseryouse vitroplantas
com primardios foliares e domo apical bem formado (Fig. 5i). As vitroplantas hézfétiz

com sonda anenso nao apresentaram sinal de expressaa@&(Fig. 5j).

DISCUSSAO

Inducéo de culturas embriogénicas

Para induzir embrgénese somatica em explantes foliaresEdegrandiflorum
inicialmente foi testado o uso de 2,26 uM de-R2,420mo recomendado por Nhut et al.
(2006) paraE. grandiflorumcv “Dark Purple”. Porém, a concentracdo utilizada néo foi
adequada para a cultivar “Abe32Rose”, estudada no presente trabalho. Diante disso, foi
aumentada a concentracdo do mesmo regulador de crescimento, além de testar o uso de

ANA no meio de inducao, em substituicao ao2,4-
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A inducédo de calos embriogénicos depende da interacdo entre o gendtipo e as
condi¢cdes do cultivan vitro (Visarada et al. 2002). Assim também, a combinacdo das
alteracdes agenética e hormonais causadas nos tecidos desempeudgaehessencial na
adaptacdo dos tecidos aos fatores de estrgsdeindo a reprogramacdo das vias do
desenvolvimento celular, tais como: desdiferenciacdo celular, morte celdbieracao
celular, formacad de meristemas ou embriogénese (Fehér, 2&M)e as distintas espécies
e/oucultivares exisem grandesariacdes na responsividadependendo do explante e das
condicOes aplicadas. Assim, estudos com diversas cultivaiesgdandiflorummostraram
diferencas na inducdo de calos, no potencial de regeneracdo e na taxa de regeneracao de
plantas no cultivo de anteras, demostrando que as respostas dorwitimnessa espécie
sdo genodtipeespecificas(Zhou et al. 2014). Da mesma forma, no cultimovitro de
Passifloraspp. com uso de 4.5 uM BA e 13,6; 18,1; 22,6 ou 27,1 uM dB,2dservou
se que trés das quatro espécies estudadas geraram embrides som@i¢odopaos
tratamentos, porém uma das espécies induziu-se apenas organogénesesagugeticido
gue os sinais morfogenéticos entre as espécidzadsiflorasdo também limitados pela
genéticalRosa et al. 2014).

Por outro lado, a concentracdo e a escolha dos reguladores de crescimento, sédo
fatores determinantes para o estabelecimento de um protocolo de embeginatca
nas espécieElmeer 2013)Em Gentianaspp. o acrésoio de ANA ao meio de cultivo foi
mais eficiente que o uso de Z¥na inducdo embriogénica a partir de segmentos foliares
(Fiuk e Rybczynski 2008). Contrario ao observado no presente trabalho, em que somente os
meios com 2,4 induziram calos embriogénicos dmgrandiflorum Quando se utilizou
ANA no meio de cultura houve formacéo de calos, os @eeram raizes, como também
foram observadasecrose e danos irreversiveies tecidos ocasionando morte celular.
Semelhantemente ao observado por Rezaee et a2)(20& relataram que o uso de 16,11
uM de ANA combinado com 17,13 uM de éacido indB8Hhcético (AIA) no meio de
culturainduziu calogénese em discos foliares, segmentos internodais, explamtgarasli
anteras e pétalas desianthus porém os calos induzidos ndo apresentaram natureza
embriogénica.

Estudos mostram que a inducdo de calos embriogénicoSheysanthemunioi
alcancada por meio da mistura de-R,4 BA, na ordem de 4,52 e 13,32 uM cédaing et

47



al. 2013) Em outras espécies, o X foi utilizado sozinho, na ordem de82uM para
Lysionotus pauciflorugGodo et al. 2010); 2;9 uM paraChrysanthemunfMani e Senthil

2011) e13-18,1 pM paraRosa hybrida(Bao et al. 2012)Para Campanula punctatao
aumento da concentracéo de-B,groporcionouweducdo gradual na frequéncia de inducao
embriogénicgSivanesan et al. 201,13assim como reducédo da frequéncia embriogénica e
crescimento lento de calos embriogénicosSaticornia brachiata(Rathore et al. 2014)

Em explantes foliares d&. grandiflorumo aumento da concentracdo do-R,410 meio de
cultura levou a uma ligeira reducao na frequéncia de indugéo, assim como aumerdo da tax
de oxidacdo. Diante disso, recomeisgao uso de 10 uM de 24 para induzir calos
embriogénicos nesta espécie.

Outro fator importante a ser considerado quando do estabelecimento de protocolos
de inducdo embriogénica € o periodo de exposicdo ao regulador de cres¢itimeaty
2013).Choudhary et al. (2009)bservaram que o tempo de duracdo no meio de inducéo
com 2,4D ¢é inversamente proporcional a capacidade de regeneracdo de calos
embriogénicos enVigna aconitifolia como também, relatado patayza sativa(Gairi e
Rashid 2004k Brassica napud.. (Ardebili e Shariatpanahi 2011\o presente trabalho
embora a frequéncide maturacdo nao tenha sido afetada pelo tempo de duracdo no meio
com 2,4D, o numero de embrides maturados, a massa fresca e seca total de embrides
somaticos, assim como a porcentagem de biomassa fresca e seca de embrides foram
prejudicadas com o aumentdo tempo de indugdo, sugerindo a permanéncia do material

por um periodo maximo de 30 d.

Maturagdo dos embribes somaticos

Juntamente com a demanda por auxinas, ressaligualmente a importancia da
presenca de citocininas em combinacdo ou seguidas das a(B&masermannn 2010)
Comoexemplo, o uso de 4,44 uM de BA promoveu diferenciacao e maturacado de embrides
somaticos d&. grandiflorumapds a indugdo com 2[4a partir de explantes foliar@shut
et al. 2006). No entanto, como alternativas para aprimorar os protocolos de embriogénese
somatica a partir de discos foliares em algumas espécigas substancias foram
sugerdas, como o uso de cinetina (KIN), Thidiazuron (TDZ) ou Zeatina (AEA}uta ¢
Rybezynski 2001; Fiuk e Rybczynski 2008; Shibli et al. 2012; Haque e Ghosh 2014).

Contudo, o uso de topolinas ainda ndo havia guoposto para protocolos de
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embriogénese sortida, embora, as topolinas especialmemie e seus derivados sejam
empregadas para otimizar protocolos de propagacétro nas espécie@NVerbrouck et al.
1996; ValereAracama et al. 2009; Ojtania 2010; Lai et al. 2013; Amoo et al. 2013; Gentile
et al. 214) além de reduzir certas desordens fisiologicas casigglo uso de citocininas

no cultivoin vitro (Aremu et al. 2011).

Estudos mostram que a escolha da concentracdo da citocinina utilizada pode ser
outro fator determinante para o sucesso ou fracasso de qualquer protedoto(Amoo et
al. 2010; Werbrouck 2010). No presente trabalho, foi confirmado que o BA, na
concentracdo de 4 puM, permitiu germinacdo de embrides somaticos. Porém, fa o mei
menos eficiente entre os tratamentos utilizaddémde desenvolver meristemoides nas
vitroplantas geradagslados ndo mostradod) presenca de meristeides na diferenciacao
de embri@s somaticos também foi descnar Yang et al. (2014), quando utilizaram 5
UM de BA no meio para diferenciacdo e maturacédo de embrides somaticodugidos
com TDZ a partir de explantes foliares Bemulina tabacumEsses autores observaram
diferenciagcdo de embrides somaticos, porém, também houve indacéoganogénese
adventicia originada a partir dos embriées somaticos. Por outro lado, conan#iagixo
de 1,33 uM de BA comprometeram a performance da ES a partir de discos faiares d
Curcuma amadagom a reducdo do numero de embrides somaticos mggalos (Soundar
Raju et al. 2012).

No presente trabalho a adicdo de 2 uM de BA, assim como de 2 ou 4 p¥ de
promoveram diferenciacdo e maturacdo de calos embriogénicok. egnandiflorum
Contudo, o uso de 2 uM de BA gerou maior numero de embrides/explante, os quais
apresentaram alto vigor, evidenciado pelo peso da massa fresca e seca de embrides
somaticos, assim como pela porcentagem de biomassa fresca e seca produzida.

Com base nos estudos realizados recomsadauso de 2 uM de BA no meio de
diferendacdo e maturagdo de calos embriogénicosmuhézidos com 10 uM de 22 em
explantes foliares dE&. grandiflorum Entretantgo o uso demT pode ser uma alternativa
adequada nesta fasg que os valores médios das avaliagcbes obtidos também foram
promissoes Diante disto, sugerese mais estudos e acompanhamento do

desenvolvimento das plantas oriundas de cada meio de maturacao.
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Citometria de fluxo

As modificagbes genéticas que podem ocorrer durante o cuitivioro tornam a
variagcdo somaclonal desvantajosa em processos clonais quando a ocorréncia & variag
espontanea descontrolada e aleatéria € um fendmeno inesperado e, principalmente,
indesejado(Larkin 1998; Sahijram et al. 2003\ssim também, a estabilidadengéca
durante a propagacao clonal de linhagens elites ou transgénicasetarmapréequisito
para o sucesso da técn{&hen et al. 2007; Fiuk et al. 2010).

O uso prolongado de 2[2 é responsavel por variagcdes genéticas e epigenéticas das
culturas (Gesteira et al. 2002; Rakocdyojanowska 2002; Von Arnold 20Q8R\ssim,
variagdo do nivel de ploidia foi observada com o uso deste regulador de cresciraento na
espécieglLeal et al. 2006PaimPinto L. et al. 2010Fraga et al. 2012Acanda et al. 2013
Silva e Carvalho 2013)Contudo, as analises de citometria do material regenerado da
embriogénese somatica de explantes foliareE.dgrandiflorumcom o uso de 10 uM de
2,4D e 2 uM de BA, confirmaram a estabilidade de ploidia das plantulas, enduwasse
ocorridoalgumas anormalidades no fen6tipo de embribes somaticos, como hiperhidricidade
e fusdo de cotilédoneBa mesma formaa uniformidade no nivel de ploidia foi relatada
para outras espécies regeneradas via embriogénese somatica induzida com 8,40 d
(Loureiro et al. 2005Cui et al. 2008; Zhao et al. 2012; Naing et al. 2it3nisi¢ et al.

2015).

A citometria de fluxo foi utilizada para avaliar o nivel de ploidia de plantas de cinco
espécies d&entiana regeneradas por embriogénese somatica a partir de discos foliares, as
quais apresentaram o mesmo nivel de ploidia das plantas matrizes estabeledatae med
germinacao de sement@duk e Rybczynski 2008). Assim, a citometria de fluxo tem sido
utilizada para detectar variantes somaclonais em relacdo ao nivel de ploidia, cujos
resultados encontrados variam de acordo com 0 genotipo, explante e o sisteado utili

para induzir embriogénese.

Alteracdes morfologicas durante a embriogénese somatica

Os estudosnatémicos realizados no presente trabalho revelam a origem celular, o
desenvolvimento e mudancas citolégicas ao longo do tempo de embries somaticos a parti
de explantes foliares d& grandiflorum As altera¢gBes celulares ocorreram atravéssio

de rguladores de crescimento no meio de indugdo embriogénica, inicialmente observam
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mudancas da polaridade celular, além de promover divisbes assimétricas nas aglulas d
tecidos, sendo um préquisito para o inicio do processo embriogénico (Ammirato 1983;
Fehér et al. 2003A origem de calos embriogénicos &ngrandiflorumesta associada as
intensas divisGes anticlinais que as ceélulas perivasculares e do mesddilarsptievido a
menor diferenciacdo dessedlulas(Dubois et al. 1991Tarré et al. 2004Rocha et al.
2014).

O desenvolvimento dos embribes somaticos a partir de explantes foliakes de
grandiflorumfoi de origem indireta. Os calos caracterizegnpor apresentar células em
diferentes estadios de diferenciagdo e, consequentemente, commteifeggaus de
determinacad¢Guerra et al. 1998), o que explica a assincronicidade do padréo de inducéo,
diferenciacdo e maturacdo dos embrides soméaticds. gmandiflorum

As alteracdes na morfogénese dos calos foram expressas com a formacéao de células
embriogénicas. As células constituintes do calo embriogénico apresentaranfisim,
células menores e com caracteristicas meristematicas, além de células maiores e
vacuolizadas. Estas caracteristicas também foram observadas durante a eeseriogén
somaticaem discos foliares d®actylis glomeratal., evidenciando células pequenas,
isodiamétricas com citoplasma denso, as quais demostraram competénciaémdario
além da menor quantidade de células vacuolizadas alongadas e células ndo embriogénicas
ao longo do processo (Somleva et al. 20@Aracteristicas morfolégicas semelhantes
foram observadas durante a embriogénese somatBard@na kurroqFiuk ¢ Rybczynski
2007) Passiflora cincinnatgSilva et al. 2009)Passiflora eduligPaimPinto et al. 2011)

Oryza sativa , Phaseolus vulgarientre outros.

No presente trabalho a desdiferenciacdo das zonasmgrdogénicas originaram
embrides somaticos em estadio globular com protoderme bem definida. A fordeaca
protoderme é um dos primeiros eventos durante a embriogénese zigo#icaledopsis
thaliana(De Smet et al. 2010). O mesmo padrdo de desenvolvimento é observado durante o
processo de embriogénese somatica em plgdRasha et al. 2012; Silva et al. 2013;
Delporte et al. 2014). O desenvolvimento da protoderme nos embrides somatEos de
grandiflorum pode ser utilizado como marcador para o estabelecimento do periodo mais

adequado de permanéncia no meio de inducdo, uma vez que o completo desenvolvimento
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da protoderme coincidiu com melhor tempo de permanéncia)(80 meio de inducéo
com 10 uM de 2,4-D, como estudado na fase de maturacdo dos embrides somaticos.
Apoés a transferéncia dos embrides somatico&.dgrandiflorumpara o meio de

diferenciacdo e maturacdo comudl de BA, observoise germinacdo assincronica e
regeneracdo de vitroplantas, apresentando similaridade morfolégica com asdasse
provenientes dos embribes zigoticos. Ambos exibem polaridade -bpgzdl e radial,
meristema apical e radiculé@mertenko e Bozhkov 20140om posterior desenvolvimento
de radicula, hipocotilo e cotilédes, por meiode uma série de estadios embrionarios

caracteristicos, porérmem fusédo de gamet@Bménez 2001; Jiménez 2005).

Andlises histoquimicas e mobilizacdo de reservas

Inicialmente nas células dos explantes foliareEEdgrandiflorumfoi observado
compostos de reserva, 0s quais cumprem funcao estrutural nos tecidos. Porém, ao longo do
processo de embriogénese somatica houve variacdo aparente nas concentracdes de amido
polissacarideos, substancias pécticas e proteinas totais.

Os compostosgle reserva possuem um papel importante na morfogénege. O
aumento da concentracdo de amido no desenvolvinientitro e 0 consumo desses
compostos na fase final da morfogénese tem sido correlacionado com organogénese
(Mangat et al. 19908 embriognese somatic€Cangahualdnocente et al. 2004Estas
observacdes corroboram aos resultados no presente trabalho, uma vez que houve aumento
aparente do acumulo de grédos de amido nas células do mesofilo ao longo da inducéao de
embriogénese somatica de explantes foliares Edegrandiflorum os quais foram
consumidos durante a fase de diferenciagdo e maturacdo dos embrides soDaticiak
é considerado fonte priméaria de energia para a proliferacdo celular e créscienen
consumo desse fornece energia para o desenvolvimento de embrides somaticos, sugerindo
uma regulacéo ativa do acumulo de amido durante a embriogénese somaticaefMdurtin
2000; Cangahuala-Inocente et al. 2004; Rocha et al. 2012).

Em Gentianaspp., espécie da mesma familiaElegrandiflorum ocorre acamulo
de amido e espessamento da parede celular das células que se encontram em constante
divisdo durante a embriogénese somdfidikula et al. 2002; Mikula et al. 200Mikula et
al. 2005). Comportamento semelhante foi observado presente trabalho, sendo

evidenciado pelos testes histoquimicos de vermelho de ruténio e PAS, 0s quais marcam
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substancias pécticas e polissacarideos estruturais, respectivamente, sertdmtesnda
parede celular. A embriogénese somética estd acompanhada de modificac@eaigsrut
biogquimicas da parede celular, consideradas necessarias para manutencdo daaarquitet
intracelular e da determinacdo do plano de divisao celular, assim como conveolkmse
morfogénicos intracelular¢Malinowski e Filpecki 2002; Smertenko e Bozhkov 2014).

Por outro lado, as proteinas sofreram mudancas ao longo da inducdo de
embriogénese soméatica de explantes foliareg&.dgrandiflorum visto que aumentaram
durante o processo embriogénico e depois foram consumidao@amento semelhante
observouse na indugcdo embriogénica @eocus sativugKaramian e Ebrahimzadeh 2010;
Sharifi et al. 2012)Cyclamen persicurfRode et al. 2012)Vanilla planifolia (Tan et al.

2013) entre outros. A detecgdo de niveis mais elevadograteinas esta correlacionada
com ativacdo do metabolismo no desenvolvimento da embriogénese somaéatica
(Sallandrouze et al. 1999). Durante a germinacdo, as proteinas de reservapdss cor
proteicos sdo hidrolisadas a aminoacidos e exportadas para ¢ pit@sserem utilizadas

na sintese proteica (Taiz e Zeiger 2004)

Ao longo da embriogénese somatica He grandiflorum ndo foi observado
deposicdo de lipideos. O contrario foi descrito paemtiana punctuatgMikula et al.
2004) Medicago truncatuldlantcheva et al. 2005Picea abieqGrigova et al. 2007), no
qual observaramacumulo e mobilizacdo de corpos lipidicos ao longo do desenvolvimento

dos embrides somaticos.

Expressao de geneSERK durante a embriogénese somatica

Ao longo do desenvolvimento da embriogénese somatica a partir de explantes
foliares dekE. grandiflorumobservouse a presenca de transcritosStERK No entantpnao
foi possivel distinguir os distintos membros da fan®lizRK ja que para a hibridizacéo
situ foi utilizada uma sonda sintetizada numa regido conservada de um fragigSERK
like.

No presente trabalho, o sinal de expressa®BEBRKapos a hibridizacan situ
somente foi observado com inicio das divisbes o@sla estendese ao longo do
desenvolvimento embriogénicdBem comg@ a expressdo d&ERK nas células com
competéncia embriogénica foi relatado na embriogénese somati€zaudris carota

(Schmidt et al. 1997)Dactylis glomerata(Somleva et al. 2000 Cocos nucifergPérez
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Nufez et al2009) Medicago truncatulgNolan et al. 2009)Cyclamen persicur(Savona
et al. 2012)Araucaia angustiblia (Steiner et al. 2012 Ananas comosu®a et al. 2012;
Ma et al. 2014).

A aquisicdo de competéncia embriogénica pelas células somaticas magéndse
a partir de segmentos foliares @ grandiflorum provavelmente foi sinalizada el
presenca de 2B no meio indutor. Zhang et gR011)estudaram a expressdo dos genes
SERKao longo da embriogénese somatica de milho com o uso de 2,4-D ncercaltwb.
Inicialmente, os autores observaram aumento da transcricdo dos genes ZIMSERKS
sugerindo que o 2B poderia estar regulando a expressadm&ERKsContudo, na fase
de maturacdo a adicdo de BA no meio de cultivo inibiu a embriogénese soméatida lava
diminuicdo da expressdo denSERKX ZmSERK2Assim tambén foi observado o papel
fundamental que o uso de ZXno meio indutor desempenha na regulacdo da expressao de
SERKe na dediferenciacdo celular na embriogénese somética de outras €Sobcredt
et al. 1997; Sharma et al. 2008; Zakizadeh et al. 2010; Yang et al. 2011a; Ma et al. 2014;
Silva et al. 2014)No presente trabalha expressao degSERKIike foi observada durante
toda a fase de inducédo embriogénica até aliestgobular dos embrides somaticos. Porém,
na fase de maturacao no esacotiledonar dos embrides somaticos o sinakileinciado
Diante desses resultadatigerese que a expressado BgSERKIike possua uma estreita
ligacdo apenas com a fase de inducdo embriogénic&.egnandiflorum podendo ser
utilizada para monitorar a transicdo de células competentes para células e tecidos
embriogénicos nesta espécie.

Ao longo do tempo tém sido observados diferentes padrbes de expreS&ERKle
entre as espécies durante a embriogénese som@dn# por exemplo, enHelianthus
annuus o sinal de expressdo ddaSERK diminuiu ao longo do desenvolvimento
embriogénico e organogénico. Contudo, o sinal persistiu nas células meristematicas da
estruturas geradaéThomas et al. 2004), o guambém aconteceu na embriogénese
somatica ddactylis glomerataTheobroma cacae Cocos nucifergSomleva et al. 2000;
Santos et al. 2005; Pérdltifiez et al. 200Qugerindo a atuacédo dos genes SERKs durante
os estadios mais tardios da embriogénese somatica. Por outro lado, a expressao do gene
SERK na embriogénese somética de segmentos radicularés deandiflorum como
descrito no primeiro capilo deste trabalho, limitae as regidegroliferativas e se estende
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somente até o desenvolvimento das zonmasembriogénicas, uma vez que, no dsia
globular o sinal de expressao cessou. Os estudos realizados até 0 momento da ebepressa
EgSERKIike na embriogénese somaética a partir de explantes foliarEs glandiflorum
aprimoram nosso entendimento do pagpge cumpre o familia multigénicRERK nesta
espécie. Diante disto, sugese o uso da expressao EgSERKlike como uma ferramenta
para monitorar a embriogénese somatica durante o cidtixitro de lisianthus.

No presente trabalho foi desenvolvido um protocolo eficiente para embriogénese
somatica déc. grandifloruma partir de explantes foliares. Demonsteaque a combinacao
de auxina e citocininas, utilizadas no presente trabalho, e o tempo de permdunéntzaa
inducdo de embriogénese somética, mantiveram os niveis de ploidia da espécie. Além
disso, 0 acompanhamento das mudancas estruturais e histoquimicas do processo de
inducéo, diferenciacdo e maturacdo dos embrides somaticos em vitroplantas, lmeen com
caracterizacdo da expressdao dos gef&RK ao longo do processo, forneceram
informacgdes inéditas e importantes para a espécie, as quais facilitardo a Giipagao
em larga escala e a transformacdo genétick.dgrandiflorum a partir desse protocolo

desenvolvido.
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Fig. 1 (a) Frequéncia de inducéo, (b) taxa de oxidag&o de explantes folidastdma. grandiflorurem

funcéo da concentracéo de-B4o meio de indugdo de embriogénese somatica, avaliadas ddg 80ltivo
in vitro.
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Fig. 2 Histogramas representativos de citometria de fluxo em escala logarétenndcleos corados com IP a
partir de folha de padradiploide e amostras de plantas regeneradas apartir de E&sttena grandiflorum

(a) Histograma apresentando picg& do padrdo externo (canal 115, 2C=2x), (b) histograma apresentando
pico GY/G; (canal 110) das amostras diploides obtidas via embriogénese somatica.
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Fig. 3 Sequéncia de eventos anatdmicos do processo de embriogénese a partir de ségiassgode
vitroplantas deEustoma grandiflorum caracterizada mediante estereomicroscopia, microscopia de luz e
eletrdnica de varredura. Explante inicial antes do cuitivdtro em meio MS sem regulador de crescimento
(tempo 0)(a, b);Detalhe folhga); Secao longitudinal: células do mesdfilo desisa vasculagb); 10d apos a
introducéo no meio de indugdo com 10 uM del2 &, d) Inicio da calogénese (P) (c); Divisdes anticlinais
(seta), formacdo de zonas fmmbriogénicas (>>fd); 20 d no meio de inducéée, f); desenvolvimento da
calogénese(e); Diferenciacdo de prémbrides ) (f); 30 d apds a introducdo no meio de indugée h);
Embriées somaticos com protoderrfi®; embrides somaticos em estadio cotiledonar cond 20s a
introducdo do materiano meio de maturacdo: MS com |PM de BA (i, j, k, I, m) Iniciando o
desenvolvimento dos primdrdios foliar@s Embrido somatico em desenvolvimelffg embrido somatico
em estagio cotiledongk); Observase primordios foliares, meristema apical, epiderme e sistema vaggular
Detalhe do domapical com primérdios foliareén); Planta aclimatizada com 3D(n). Abreviaturas:ca:
calos; eb: embridaep: epidermelp: primérdio foliar;pa: parénquimapt: protoderme; sm: meristema apical;
vs: sistemavascular. Barras: a, ¢, e, g, i, k, m,$00um; b, d, f, h, j, I, n, 0o: 100 pum.
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Fig. 4 Estudos histoquimicos da embriogénese somatica a partir de explaligess fde Eustoma
grandiflorum Seccdes longitudinais submetidas a vermelho de ruténio (a, d, g,9)padiddico/reagente de
Schiff — PAS (b, e, h, k) e XP (c, f, i, I). Reacdo positiva para grdos de amido edcarb®itotais na parede
celular, corados com PAS (b, e, h, k). Proteinas coradas positivamente e@thedionf, i, I). Barras: -—

100 um
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Hibridizac¢&o in situ
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Fig. 5 Localizacdo dos transcritos do geB8&RK por hibridizacdoin situ de segmentos foliares de
grandiflorum Explante no tempo (Qa, b); Seccaolongitudinal feixe vascular e parénquinfa); Seccéo
longitudinal hibridizado com sonda argenso.(b); Apos 10d da introducdo no meio de inducém d);
Divisdes anticlinais nas células perivasculares e zonagmbdiogénicaqc); zonas préembriogénicas:
hibridizado com sonda argenso(d); Apés 20d no meio denducao(e, f); Desenvolvimento de zonasopr
embriogénicage); Zonas préembriogénicas: hibridizado com sonda @etinso(f); Apds 30d da introducéo
no meio de indugddg, h), Embrides somaticos em estadio globylgy, Embrides sométicos em estadio
globular: hibridizado com sonda assgnsah); Apds 25 d da introducao do material no meio de matur@gao
j); Embrido maduro com 25(@; Embrido maduro com 25 d: hibridizado com sondaserisq(j) Barras: a,
b,c,d, e f g, h,ij k4100
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CAPITULO 2: EMBRIOGENESE SOMATICA EM EXPLANTES RADICULARES
DE LISIANTHUS (Eustoma grandiflorum): CARACTERIZACAO MORFO -
ANATOMICA, HISTOQUIMICA E EXPRESSAO DO GENE SERK

RESUMO - A embriogénese somatica possui papel de destaque como via morfogénica
eficiente para gerar plantas em larga escala, bem como para a compreensédo dos aspectos
morfo-fisiologicos e moleculares no processo de desenvolvimento das plantas. Dessa
forma, o objetivo foi estabelecer um protocale embriogénese somatica a partir de
explantes radiculares d& grandiflorum comprovado a partir das mudancgas citologicas,
histoquimicas e moleculares nas diferentes fases de indugdo das culturagésrchso
Recomendae o uso de 10 uM de 24 por 40 d para o estabelecimento de calos
embriogénicos. Para a fase de maturacd@comendsse o uso de 2 UM de BA para o
completo desenvolvimento das vitroplantas. Foram observadas divisdes celulares no
sentido periclinal e anticlinal das células do periciddaago da indu¢cdo embriogénica, as

quais deram origem aos embrides somaticoa. flse de maturacdo obsensmi
desenvolvimento deotilédones, meristema apical, sistema vascular e meristema radicular,
demonstrando a similaridade morfologica com embri@g@&izos. Os testes histoquimicos
indicaram a presenca e mobilizacdo de compostos de reserva aodroydtivo nas

células parenquiméticas do coértex e em calos embriogénkmram isolados duas
sequéncias parciaide SERK as quais constituem possiveis homologosS#RK1 e

SERKS3 provavelmente associados com aquisicdo de competéncia embriogénica das células
somaticas. Através da hibridizag#csitu, foi detectada a presenca dos transcritdSERK

com o inicio das divisées celulares na regido do periciclo. O sinal de erptesSERK
aumentou de forma gradativa ao longo da inducdo embriogénica, sendoterge nos
pré-embrides até o completo desaparecimento noiegjabular. Os resultados obtidos no
presente trabalho fornecem um protocolo eficiente de embriogénese somaética departi
explantes radiculares dE. grandiflorum com informagbdes detalhadas das mudancas
anatdbmicas e histoquimgaassim como caracterizacdo da expressao dos GERES

durante todo o processo. Os dados podem auxiliar em futuras pesquisas para transformacao
genética, bem como, para identificagdo de outros genes marcadores da embriogénese
somatica, assim como dos fatores envolvidos na transicdo embriogénica.

Palavras-chave:Explantes radiculares, expressao génica, filogenia, hibridiza .
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SOMATIC EMBRYO GENESIS FROM ROOT EXPLANTS OF LY SIANTHUS
(Eustoma grandiflorum): MORPHO-ANATOMICAL AND HISTOCHEMICAL
CHARACTERIATION AND EXPRESSION ANALYSIS OF SERK GENES

ABSTRACT —-Somatic embryogenesis has played a relevant role due to its efficient system
for large scale plant propagation, as well as for the understanding morphoghygaicdod
molecular aspects of plant development. Thus, the aim of this study was to estathgh f
first time in this species a protocol of somatic embryogenesis from root explants o
Eustoma grandiflorumstudying the cytological, histochemical and molecular changes at
different stages of embryogenic cultures induction. The results suggest the usévbti&0 p
2,4D for 40 days to obtain embryogenic callus and the use of 2 BA uM during maturation
phase for the full development of the emblings. Cell divisions were observed in phriclina
and anticlinal plane of pericycle cells along the grabic induction, giving rise to somatic
embryos. During differentiation and maturation stages the morphologicatngattgical

and root meristem meristems, cotyledon and vascular system were similagaotic zy
embryos. The histochemical analysis indidatke presence and mobilization of storage
compounds along the somatic embryogenesis in the cortical parenchymatic deifs an
embryogenic calli. Two partial sequences of possible homolo§gERBK1landSERK3were
isolated, and probably associated withwasijon of embryogenic competence of somatic
cells. The presence of tl&ERKtranscript was detected at the beginning of cell division in
the pericycle region using situ hybridization. TheSERK expression signal increased
gradually along the embryoninduction with a strong signal in the pemnbryos until the
complete disappearance in the globular embryos. The results obtained indhiprstvide

the first report of somatic embryogenesis from root explantg.ofrandiflorum with
detailed of anatormal and histochemical studies, as well as characterization of the
expression of geneSERKthroughout the process. This study can be useful for future
research in genetic transformation, as well as for the identification &f wtarker genes of

somatic erryogenesis, and factors involved in embryogenic transition.

Keywords: Gene expressioim situ hybridization, phylogeny, root explan®ERKgenes.
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INTRODUCAO

O lisianthus,Eustoma grandiflorunpertencente a familia Gentianaceae, € uma
espécie ornamental originaria da regido sul dos Estados Unidos da Améntaredse
pelo cultivo de lisianthus vem crescendo ao longo dos anos pela sua beleza e diversidade de
cultivares existentes no mercadblarbaugh 2007). Atualmente, os programas de
melhoramento em lisianthusstdo direcionadosao aumento d tolerancia da espécie a
temperaturas elevadas (menos sensiveis ao rosetamemaomo a s doenc@édarbaugh
e Scott 2003)Além dssq buscase aumento dwigor das mudas, maior uniformidade da
floracdo e aumento dada pdseolheita das flore@Dole e Wilkins 2005Kaviani 2014).

E. grandiflorumpode ser propagada de forma sexuada e assesaadano ultimo
caso principalmente via cultura decidos(Griesbach et al. 1988Dentre as principais
vantagens de se propagar essa espéxi€ultura de tecidos destasa a propagagdo em
larga escala de plantas livres de pragas e doencas em periodo curto dé¢Kimrigro
2014). Deste modp tornase recessario disponibilizar procedimentos de propagatao
vitro mais eficientes visando trabalhos futuros de transformacédo geméticantando
assima oferta de genotipos elites para o cultivo a campo.

Entre as vias de regenerag@iovitro, a embriogénessomética possui papel de
destaque, ja que apresenta um sistema eficiente para gerar plantas em larga escala, bem
como para a compreensao dos aspectos Hisibbogicos e moleculares no processo de
desenvolvimento das plantésehér et al. 2003; Zhang dt 2010; Otoni et al. 201 Rai
and Shekhawat 2013).

A embriogénese somética esta dividida em duas fases: indu¢do e maturacéo. Na fase
de inducdo, células somaticas (totipotentes) adquirem competéncia emnbaogén
proliferamse como células embriogéniasa fase de maturacéo, as células embriogénicas
rediferenciarrse para formar embrides somati¢blmmasivayam 2007As duas fases sao
independentes, entretanto a frequéncia de indugcdo embriogénica ndo depende apenas das
condicbes de cultivo, mas também do genotipo (cultivar/espécie), do tipo de explante, do
estadb de desenvolvimento e de niveis endogenos de reguladores de cres@@aemin
1990; Jiménez 2001; Jiménez 2005; Namasivayam 2007; Fehér 2008).

Quanto ao tipo de explante, o uso de raizes isoladas tem sido bastante utilizado na

morfogénesen vitro. Ao contrario de outros explantes, as raizes exibem elevado grau de
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estabilidade genética sugerindo o uso do cultivo alees para criopreservacao,r po
exemplo(Von Arnold 2008) Além disso, a facil manipulacdo do material o torna atrativo
para automacdo do processo, geraeldwvado nimero de embrides somaticos em curto
periodo de tempo (Yang et al. 200®Porém, as plantas apresentam elevado grau de
egecificidade genética na capacidade de se regenerar a panitutas isoladas de raizes
limitando dessa forma, o uso deste explante nas eséor#rnold 2008). A inducgéo de
embriogénese somética, assim como a diferenciagdo e maturagdo dos embribesea partir d
explantes radiculares foi descrito pra espécies c@mioacia olerace#Komai et al. 1995;
Komai et al. 1996a; Komai et al. 1996D)joscorea alata Twyford e Mantell 1996)Lotus
corniculatus (Akashi et al. 1998) Gentiana pannonicgMikuta e¢ Rybczynski 2001),
Medicago truncatulglantcheva et al. 2005Eleutherococcus koreanufRark et al. 2005)
Piper nigrum(Nair e Gupta 2006)Gentiana kurroaFiuk e Rybczynski 2007a), Brassica
oleracea(Yang et al. 2009)Hevea brasiliensigZhou et al.2010) Taverniera cuneifolia
(Awad et al. 2011)Gentiana macrophyllg§Wu et al. 2011)Salvia miltiorrhiza(Wang et

al. 2013), entre outras.

Para inducdo de embriogénese somaticd&egrandiflorumforam utilizadas como
explantes discos foliargRuffoni et al. 1990; Nhut et al. 20Q06assim como cultura de
anteragWan et al. 2009), no entanto, o uso de explantes radiculares ainda n&o foi relatado
para esta espécie.

Na inducdo e maturacdo da embriogénese somatica, via de regra, é fundamental a
adicao de reguladores de crescimento ao meio de c(Baj&004; Zavattieri et al. 2010)
Normalmente, os principais reguladores de crescimento envolvidos no controle da divis
celular e diferenciacdo dos tecidos séo as auxinas e citocininas (Fehéd@3;aln®nez e
Thomas 2006 Para a etapa final de desenvolvimento do embrido (etapas de maturacéo e
germinacao), verse adicionando GAao meio de culturgara proporcionar a rapida
germinacao dos embrides somaticos (Zlenko et al. 2002).

Estudos anatdbmicos tém fornecido descri¢cdes detalhadas das alteracbes envolvidas
na aquisicdo de competéncia embriogénica e histodiferenciacdo de embrides somaticos
provenientes de explantes radiculares, por exemplGanoriumspp.(Dubois et al. 1990)

e Brassica oleraced.. (Yang et al. 2009). Além disso, métodos histoquimicos permitem o

monitoramento da mobilizacdo e sinteses de compostos de reserva durante o
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desenvolvimento embriogénico, possibilitando o reconhecimento de regpidscidos de
elevagd demanda energéticlBranca et al. 1994; Cangahudtecente et al. 2004;
Cangahualdnocente et al. 2009; Rocha et al. 2012a).

O entendimento de mecanismos basicos da transicdo de células somaticas para
embriogénicas, a determinacdo da origem celulde grupos de células envolvidas na
regeneracao sdo essenciaisto para o desenvolvimento de protocolos eficigitesér et
al. 2003; Fehér 2005; Perbiifiez et al. 2006)juanto para avalidacdo do uso da
embriogénese somatica em programas de transformacéo g€Bétecay et al. 20090
processo de aquisicdo da competéncia embriogénica de células somaticas envolve a
reprogramcao dos padrOes da expressdniagé bem como alteracdes nzorfologia,
fisiologia e do metabolism@Zimmerman 1993; Suprasanna e Sidha 2013). Assim, as
mudancas dependem da regulacdo da expressdo de genes especificos relacionados ao:
diferentes estadds do desenvolvimento embriogénico (Zimmerman 1993; Suprasanna e
Sidha 2013), permitindo o estudo de aspectos rimifddgicos e moleculares envolvidos
na diferenciacéo celular e no desenvolvimento embrionario.

O geneSERK (Somatic Embryogenesis Receptor Kinaigsghalmente identificado
em culturas embriogénicas Baucus carotgpor Schmidt(1997) faz parte de uma familia
multigénica de receptores de proteinas do tipo quinase -(Rd€eptoiflike kinase).
Exercem um papel importante no controle de processos no desenvolvimento das plantas
(Cock et al. 2002)Assim tanbém, desempenhapapel fundamental na traducédo de sinais
no desenvolvimento da embriogénese zigltica e somatica em resposta as condicdes
ambientais(Schmidt et al. 1997; Hecht et al. 2001; Baudino et al. 2001; Cairney et al.
2006; Steiner et al. 2012)

Véarios genes da famili@®ERK foram isolados em gimnosperméSteiner et al.

2012)e angiospermas: monocotiledéneas (Somleva et al. 2000; Baudino et al. 2001; Singla
et al. 2008; Rekik et al. 2013; Huang et al. 2014; Ma et al. 2014; Podio et al.€014)
eudicotiledoneagHecht et al. 2001; Sharma et al. 2008; Nolan et al. 2009; Kedong et al.
2011; Talapatra et al. 2014; Li et al. 2014)ssim, a caracterizacdo da expressao de
homologos deSERKserve como marcadores de células com competéncia embcagéni

uma vez que este gene pode ser um componente das rotas de sinalizacdo para a

embriogénesé@-ehér et al. 2003Esses indicios levantam a hipétese de que os §&RK
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possam estar envolvidos na aquisicdo de competéncia embriogénica durante a
embriogénee somética de explantes radiculare& dgrandiflorum Desta maneira, espera
se que o uso dos gerBERK,como marcador do estagio embriogénico, permita maior
eficiéncia nos trabalhos de desenvolvimento de protocolos de embriogénese somatica para
E. grandflorum e nos trabalhos visando a transformacé&o genética.

Dessa forma, o objetivo do trabalho foi propor um protocolo eficiente de
embriogénese somatica a partir de explantes radiculatesgtandiflorum comprovado a
partir das mudancas citolégicas, thgguimicas e moleculares nas diferentes fases de
inducdo das culturas embriogénicas, uma vez que ainda ndo foram propostos para esta

espécie.
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MATERIAL E METODOS

Material vegetal e condi¢des de cultivo
Foram utilizados como material vegetamentes dé&. grandiflorumcv. Abc 23
Rose Balv, previamente desinfestadas em etanol 70 % (v/v) por 1 min, seguida por
imersdo em hipoclorito de sodio comercial 2,5 % (v/v) com 2 gotas de TR20ea1®,1 %
(v/v) por 15 min. Em seguida, foi feita triplice lavagem em agua deionizada por 5 min cada.
As sementes foram inoculadas em placas de Petri (90 x 15 mm, J. Prolab, Brasil)
contendo meio de cultura constituido por sais MS (Murashige e Skoog rh@&RJorca,
complexo vitaminico MS100 mg L* de micinositol, 20 gL™ de sacarose e 6 g'lde agar
Merck®. O pH foi ajustado para 5ahteriormente & autoclavagem a 121 °C e 1,5 atm. As
placas foram acondicionadas em sala de crescimento sob temperatura de 27 + 2 °C,
fotoperiodo de 16 h e irradiancia de 36 umof st, fornecida por duas lampadas
fluorescentes de 20 W (Osr8nuz do dia, Brasil) durante 30 d.

Indugéo de calos embriogénicos

Como explantes foram utilizados segmentos radiculares obtidos a partir do
seccionamento de plantulas previamente germinadéaso. As raizesforam excisadas e
subdivididas em fragmentos de, aproximadamente, 10 mm. O &pice radicular e o0s
segmentos adjacentes ao hipocétilo ndo foram utilizados.

Os segmentos radiculares foram inoculados em meio de cultura basico contendo sais
MS, 2 % de sacarose e suplementado com diferentes concentracbes (0, 10, 20, 30 ou 40
uM) de acido 24liclorofenoxiacético (24D) ou acido naftalenoacético (ANA). Nesta
fase de inducado de calos embriogénicos, o material foi mantido no escufbgenvsala

de crescimento, com temperatura de 27 + 2 °C.

Diferenciacao e maturacdo dos embrides somaticos

Apos 40, 50 ou 6d na fase de inducéo, ou seja, em meio MS suplementado com 10
UM de 2,4D (baseado no experimento de inducdo de culturas embriogénicas)p®s ca
obtidos foram transferidos para o meio de diferenciacdo e maturacdo de embrides
somaticos, compostte sais MS com 2 % de sacaresdiferentes concentracdes (2 ou 4
uM) de 6benzilaminopurina (BA) ou (1,5 ou 310M) de acido giberélico (GA Nesta

fase as culturas embriogénicas foram mantidas em sala de crescimento, sob tengeeratu
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27 + 2 °C, fotoperiodo de 16 horas e irradiancia de 36 prifonfornecida por duas
lampadas fluorescentes de 20 W.

Nas fases de inducéo e de maturag&oambrides somaticos, a captura das imagens
foi realizada em fotoestereoscopio (Olympus SZX7) com camera digital acopladeld
Olympus EVOLTF330).

Delineamento experimental e andlises estatisticas

Para a fase de inducdo de culturas embriogénicdzouse o delineamento
inteiramente casualizado (DIC) com cinco tratamentos (0, 10, 20, 30 ou 40 uMDQig 2,4
oito repeticdes cada, e a unidade experimental composta por uma placa de Petri contendo

cinco raizes/repeticdo. Foram avaliadas as seguintes variaveis:

Frequéncia de indugéo ((}%J'n,;l':mero de explantes com calos embriogénicos

x 100;

numero de explantes totais

. ~ imero de explantes oxidados
Taxa de oxidacao (% P = x 100.

numero de explantes totais

Os dados foram submetidos a analise de regresséo, sendo selecionadas dentro da
equacdo de regressdo, aquelas de efeito significativo, pelo teste F, a 1 e 5 % de
significancia.

Para a fase ddiferenciacdo e maturacdo dos embrides somaticos, foi utilizado o
delineamento blocos ao acaso (DBC), em esquema fafBxa), sendo trés tempos de
permanéncia em meio de inducdo de culturas embriogénicas (40, 50 e 60 d), e cinco
tratamentogcontrole —s/RC, ¢/ 2 uM BA; ¢/ 4 uM BA; c/ 1,5 uM GA ¢/ 3 uM GA),
totalizando 15 tratamentos, com quatro repeticdes, e a unidade experimental &@opost
uma placa de Petri contendo quatro calos embriogénicos/repeticdo. Faizadasyas
seguintes variaveis: Numero de embrides formados (estadios globular, togigedorar

e embrides germinados); Massa fresca e seca total de embrides somaticoadegjener

opumero de explantes com embrides maduros

Frequéncia de maturacao (%}: x 100 e

nimero de explantes totais

Porcentagem de biomassa fresca e seca de embrides (%):

porcentagem da razdo massa fresca ou seca dos embrides

x 100

massa fresca ou seca total do explante
Todas as variaveis foram submetidas a analise de variancia, e as médias comparadas
utilizandose o teste de Tukey a 5 % de significancia. As andlises estatisticas das etapas de
inducéo de calos embriogénicoditerenciacdo e maturacdo dos embrides somaticos foram
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realizadas utilizandse o_softwareR versao 3.0.3 (R Core Team 20bHm auxilio do
pacote ExpDes versao 1.1.2 (Ferreira et al. 261&) pacote Easyanoyarnhold 2014)
Para as analises de indu¢do embriogénica foi calculada a média de frequéncia de inducgéo e

da taxa de oxidac&o e os valores plotados no software Sigrfigueistzio 11.0).

Caracterizacao anatémica e histoquimica
Microscopia de luz e caracteriza¢do histoquimica

Para caracterizacao mgural e histoquimica, amostras de calos embriogénicos foram
coletadas a cada 10 d, durante o processo de inducdo (40 d), e ao final do ciclo de
maturacao (30 d) fixadas em solucdo de Karnovsky (198&&gteriormenteas amostras
foram desidratadas em ®&eretilica (10 a 95 %) e incluidas em resina metacrilato
(Historesin, Leica Instruments, Heidelberg, Alemanha). Sec¢besudimgits com 5 um de
espessura foram obtidas em micrétomo rotativo de avanco automatico (RM21&b, Lei
Microsystems Inc., Deerfid] USA). As mesmas foram coradas com azul de toluidina (pH
3,2) (O’'Brien e McCully 1981)para caracterizagdo estrutural, com Xylidine Pounceau
(Vidal 1977) para deteccdo de proteinas totais, com acido perigdimgente de Schiff
(Feder e O’Brien 1968pam polissacarideos totais, com lugol para evidenciar amido
(Johansen 1940), com vermelho de ruténio para comprovar a presenca de substancias
pécticagRawlins e Takahashi 1952)com vermelho neutro (Kirk 197@ara deteccéo de
lipideos.

Nesta fase, a captura de imagens foi realizada em microscépio de luz e fluorescéncia
(AX70TRF, Olympus Optical, Tokyo, Japan) com camera digital acopladaig|o
Olympus E330. As secc¢des submetidas ao vermelho neutro foram examinadas em luz UV
com filtro de excitacdazul (BP 450 - 490 nm).

Caracterizacdo micromorfolégica: microscopia eletronica de varredura (MEV)

Amostras fixadas em Karnovsky foram {prétadas durante duas horas com solucéo
de tetroxido de 6ésmio e cacodilato (relacdo 1:1, v/v). Em seguida, foradnatiedas em
série de acetona e secas em ponto critico com(B@xzola e Russell 1992tilizando
equipamento Balec (modelo CPD 030, Baltec, Bralzers, Alemanha). Posteriormente,

foram fixadas emstubs seguida da deposicdo metalizada com oarm, equipanento
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Balzers de congelamento a seco (modelo FDU 010, BalTec, Balzers, Liemhjenst
acoplado ao conjunto de pulverizacao catodica (modelo SCA-010).

As observacodes e registros fotograficos foram realizados em microstipnieo
de varredura (LEO 1430P, Zeiss, Cambridge, Reino Unido) e as imagens processadas

digitalmente.

Caracterizacdo da expressao dos gen8ERK
Extracdo de RNA total e sintese de cDNA

Amostras de calos embriogénicos oriundos de explantes radiculares, abeni30
meio de inducdo dembrbgénese somatica, foram coletadas e imediatamente congeladas
em nitrogénio liquido, sendo armazeaseim freezer a80 °C até 0 momento do uso.

O RNA total foi extraido utilizando TriReagerit, de acordo com recomendacdes
do fabricante. A quantifazdo do RNA foi realizada em NanoDrop D00 (NanoDrop
Technologie5") com absorbancia de 260 nm; e a integridade das amostras verificada por
eletroforese em gel de agarose (livre de RNAse) a 1,2 %. O cDNA fita sifmples
sintetizado a partir de 3 pg de RNA total, utilizando o kit Super$¢tipReverse

transcriptase (Invitrogél{), conforme recomendacées do fabricante.

Amplificacdo e clonagem da sequéncia codificadora de SERK

O cDNA sintetizado foi utilizado como molde para a amplificacdo das segaénci
parciais de regides codificadoras dos geB&RK expressos durante a embriogénese
somatica emEustoma grandiflorum.Para amplificacdo do gene foi utilizada uma
combinacdo de iniciadores degenerados desenhados por Baudino et al. £901)

sequéncias e combinacdes dos iniciadores utilizados estao contidos na tabela 1.

Tabela 1.Iniciadores degenerados utilizados para amplificacZ®EdK(A) em cDNA de
Eustoma grandiflorune localizacdo na proteina.

Iniciador Sequéncia Dominioestrutural
SERK
S1 5TGTHACRTGGGTRTCCTTGTARTCCAT3 Dominio quinase (exon VII)
S5 5’ATGCACTSACYAATATYACWACYCTTCAAGZ LRR

W=AouT;R=AouG;M=AouC;Y=CouT;H=AouCouT;S=Cou G; S1 adar reverso); S5
(iniciador direto).

A reacdode PCR ocorreu em um volume final de 50 pL contendo: 2,0 uL de cDNA

concentrado, 5 pL de tampéo 10X, 1 pL de dNTPs (10 mM), 2 pL de ;M5SONM),
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1pL de cada iniciador (10 uM) e 0,2 puL de DNA polimerase (Plafintiag DNA High
Fidelity 5UpL™, Invitrogen™).

O programa de amplificacéo utilizatm: desnaturacéo a 94 °C por 5 min, seguidos
por 35 ciclos a 94 °C (1 min), 50 °C (1 min) e uma extenséo final a 68 °C por 5 min.

Os produtos da amplificacdo foram analisados por eletroforese em gel deeagaro
1 % e purificados utilizando o Kit WizdfdSV Gel e PCR clean up (Promega, USA), de
acordo com as instrucdes do fabricante. Os fragmentos foram ligados no vetor-pGEM
Easy Vector Systems (Promega, USA) e introduzidos em células ultracompetentes
(DH50) por choque térmico (Sambrook e Russel 2001). O DNA plasmidial das col6énias
brancas selecionadas foram purificadas pelo método de lise alcalina, dailiz&it lllustra
PlasmidPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare). A confirmagéo da presenca edoiei

verificada por digestdo do DNA plasmidial com a enZitueR| (Fermentas).

Sequenciamento dos clones e analise das sequéncias

Foram selecionados 12 clones os quais foram sequenciadasypeksa Macrogen,
localizada na Coreia do Sul. O sequenciamento foi feito nos sentidos senscensmti
utilizandoseos iniciadores universais M13 e SP6, respectivamente.

Os cromatogramas obtidos foram processados e a montagentodssnsus
executada pelo programa CodonCdbaligner-Software (LFCOR, Inc., Lincoln, USA) e
a montagem dos consensus executada no programa PHRED (Ewing et al. AK998)
sequénciasom pelo menos 100 bases e com o valor de PHRED maior ou igual a 20 foram
consideradas para a montagem. O programa GREAI CH foi utilizado para a limpeza
dos vetores e a montagem dos contigs foi feita pelo programa GARBg e Mandan
1999) O acesso ao pipeline de execucao destes programas foi através de uma interface que
pode ser acessada no endereco: http://bioinformatica.cenargen.embrapa.br/phph.

As sequénciasconsensusobtidas foram comparadas com as sequéncias ja

depositadas no banco de dados do N@&IBI, http: www.ncbi.nlm.nih.govy utilizando
se 0 programa BLASTn e BLASTHAltschul et al. 1997). O programa ORF Finder

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/goyffoi utilizado para identificacdo da fase de

leitura e predicdo daproteinas. As sequéncias de nucleotideos e aminoacidos foram
alinhadas com sequéncias homologas de prot&BERKdisponiveis no banco de dados do

NCBI com maior identidade as &e grandiflorumpara andlise dos dominios conservados.
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Andlise filogenética

O relacionamento filogenético da sequéncia de SERK. deandiflorumcom as de
outras espécies foi inferido mediante a construcao de arvores filogen&ticssquéncias
foram alinhadas com sequéncias ddietiledéneas @nonocotiledéneas disponiveis no
GenBank (http://www.ncbi.nih.nlm.gov).

Alinhamentos multiplos das sequéncias foram obtidos utilizaedo programa
MUSCLE (Edgar 2004)implementado no MEGA versdo 5.0 (Tamura et al. 2011)
disponivel em http://www.megasofime.net/mega5. Arvores filogenéticas foram obtidas
utilizando o método de distancia Neighfdaining (NJ)(Saitou e Nei 1987¢om o modelo
de substituicdo JTT (Jones et al. 19682)istribuicdo Gamma. A confiabilidade de cada
ramo da arvore foi estimadaavieste Bootstrafi-elsenstein 1985) com 1.000 repeticdes.

Localizacao dos transcritos deEgSERK durante a embriogénese somatica e.
grandiflorum por hibridizacao in situ
Coleta e preparo dos tecidos

Foram coletados calos embriogénicos com 0, 10, 20, 30, 40 d de inducéo e embrides
somaticos com 30 d no meio de maturacdo. Os explantes foram coletados em condi¢des
livres da acdo de RNAses e imersos imediatamente em solucéo de paraformaldeido 4 %,
pH 7,0), sendo mantidos por 16 h nessa solugdo a 4 °C. Em seguida, psecedeu
desidratacdo das amostras em série etilica (10 a 70 %). As amostras foramaatasazen
20 °C até o momento de serem utilizadas, e posteriormente desidratadas eB0e&ihel
100 % e infiltradas em parafina histolégica (HistGs@&rasil).

Secc¢des longitudinais de 4 um foram obtidas em micrétomo rotativo de avanco
manual (Olympus america inc CUT 4055) e colocadas em laminas Fish&rljfistuer
Scientific) livres de RNAses, secas a temperatura ambiente e armazenadas a&4°C, at
uso. Antes da hibridizacéo, a parafina foi removida com xilol 100 % (duas trocas de 5 min),
solugéo contendo xilol e etanol (em uma relagéo 1:1, v/v) por Zetanol 100 % (duas
trocas de 5 min).

Sintese das sondas sense e antisense marcadas com digoxigenina
Dois clones contendo as seqais parciais dos genegSERKforam selecionados

conforme a orientagdo correta-3’ dos insertos no vetor, e utilizados como molde para a
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sintese das sondas. Foi utilizado como molde um fragmento de 878 bp, cantendo
regido conservada que codifica parte da regido rica em leucina e os dominios SPP,
especifico da familia multigénicBERK e o dominio transmembrana e parte do dominio
quinase. Os insertos foram amplificados a partir de 10 ng do DNA plasmidialndiilina
iniciadores T7 e SP6, nas mesmas condicbes de amplificacdo ja mencionadas
anteriormente. Os produtos amplificados foram purificados com fenol/clorofétmipg
precipitados com acetato de s6dio 3 M (1/10 v/v) e 2 volumes de etanol absoluto. Os
produtos purificados foram analisados em gel de agarose 1 %, e quantificados por
espectrofotometria com o auxilio do Nanodrop™ (Thermo Scientific) e com o fluorémetro
Quantus (Promega).

As sondas de RNA (senso e as#nso) foram sintetizadas por transcrigéwitro,
utilizando oDIG RNA Labelingkit (SP6/T7)(Roch€) de acordo com as instrugdes do
fabricante. A concentracdo da sonda foi verificada por eletroforese em garoseab, 2 %
utilizando 100 e 200 ng do controle positivo de RNA marcado do mkish@oa marcacao
confirmada por ‘dotblot’.

Reacdao de hibridizacéo

Uma aliquota de 60 ng de tRNA de levedura (Invitr8yen60 ng de sonda foram
desnaturados a 80 °C por 5 min e adicionados a 100 pL do tamp&o de hibridizag&o (Tris
HCIl 10 mM pH 7,5; NaCl 300 mM, formamida 50 %, EDTA 1 mM pH 8,0; solucéo de
Denhardt 1X) e colocado nas laminas, as quais foram incubadas em camara umida, a 42

no escuro durante 16 h.

Reacédo de pos-hibridizacéo e detec¢do imunoldgica

Apés a hibridizagéo, as laminas foram lavadas em SSC 4X, 2X, 1X e 0,5X (solugéo
SSC 20X = NaCl 3 M, Ngcitrato 0,3 M, pH 7,2), cada solucdo por 20 min. Em seguida,
foram mantidas por 5 min em tampéo de deteccdo 1 (0,1 M deiClipH 7,5; 0,15 M de
NaCl) e incubadas por 30 min na solugéo blodaem2 (tampéo de deteccao 1 acrescido
de BSA 1 %). As secc¢bes foram novamente lavadas em tampao de deteccéo 1 por 5 min e
incubadas durante 1 h com anticorpo AbijoxigeninaAP, Fab Fragments (RocHe
diluido 1:1.000 em tampéao de deteccdo 1. Apos aésetpide duas lavagens, de 15 min

cada, em tampéo de deteccdo 1 e uma lavagem de 5 min em tampéao de deteccdo 3 (0,1 M
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de TrisHCI pH 7,5; 0,1 M de NaCl; 0,05 M de MgCtom pH final ajustado para 9,5) as
secc¢Oes foram incubadas em solucdo de colo@g@endo 4,5 pL de BCIP {&romo- 4-
cloro-3-indolil-fosfato) (Promed3USA) (0,05 g mr) e 45 puL de NBT
(nitrobluetetrazolio) (Prome§aUSA) (0,05 g ml}) em 1 mL de tampdo 3 por
aproximadamente 40 min, no escuro. Para cessar a reacao, as sec¢coexiinramas no
tampéo de deteccéo 4 (0,01 M de HiSI pH 8,0; 1 mM EDTA) por 10 min, e depois,
lavadas duas vezes em agua bidestilada.

A andlise e captura das imagens foram realizadas em microscopio de luz e
fluorescéncia (AX70TRF, Olympus Optical, Tokytgpan) com camera digital acoplada
(modelo Olympus EB30). As seccdes submetidas ao vermelho neutro foram examinadas
em luz UV com filtro de excitagéo azul (BP 4580 nm).
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RESULTADOS

Efeito da concentracdo do 2,4-Ma inducédo de embriogénese somatica

Foi estudado o potencial embriogénico de explantes radiculareSustema
grandiflorum em meio semissolido com concentracdes crescent@sdde e ANA. No
entanto, apenas 0s meios comR,dpresentaram desenvolvimento de calos embriogénicos
(Tabela 2).

Tabela 2. Observacdes realizadas apés o cultivo de explantes radiculares deussianth
Eustoma grandiflorumcultivados em meio MS sem regulador de crescimento (s/RC), com
adicdo de ANA ou 2,4-D ao meio de cultura.

Meio de cultura Calos Resposta Morfogénica
MS embriogénicos
s/IRC - Sem resposta
ANA - Rizogénese
2,4-D + Embriogénese somatica

Simbolos: (+) presenca) @uséncia

A frequéncia dos explantes induzidasembriogénese somatica ajustml a um
modelo linear decrescente (Fig. 1a), no qual o maior valor observado foi de 97,5 % quando
o material foi cultivado em meio MS acrescido de 10 puM deD2,A taxa de oxidacao
ajustouse a um modelo linear crescentaitando que, na medida em que se aumenta a
concentracdo do regulador de crescimento, a porcentagem de oxidacdo é diretamente

proporcional (Fig. 1b).

Potencial de regeneracédo de embrides somaticos

O potencial de regeneracdo de calos embriogénicos foi cadgpa@ntre os 15
tratamentos, baseande na frequénciale maturacdo, no numero total de embrides
formados/explante, na massa fresca e seca total de embrifes, na porcentagemsda bioma
fresca e seca de embridBgara todas as variaveis, ndo houve desenvolvimento de embrides
somaticos a meio MS s/RC.

Por outro lado, houve interacdo significativa entre o periodo de permanéncia do
material no meio de indugcdo de calos embriogénicos e o meio utilizado na fase de
diferenciacdo e maturacédo dos embrides somaticos (Tabela 3).

Assim, com uso de 2 ou 4 uM de BA na fase de maturacado de embrides somaticos o

tempo de permanéncia mais adequado na inducgao foi o de 40 d, edgeh@0 % de
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frequéncia de maturac&tos embrides somaticos para as duas concentracdes derBA,
apresentar diferenca significativa quando comparado ao meio de maturacao dagiemen

com 1,5 uM de GA(87,5 %). No entanto, 0 meio MS com adi¢cao de Gradmoveu maior
responsividade do explantgiando o explante permaneceu em meio de inducdo de calos
embriogénicos durante 50 d (alcancando 100 % de germinacéo tanto para 1,5 quanto para 3
UM de GA), os quais ndo diferiram estatisticamente do material cultivado em meio com
adicao de BA no mesmo tempo de permanéncia de 50 d. Por outro lado, a fredeéncia
maturacdo foi menor estatisticamente quando o material permaneceu 60 d no meio de
inducdo de calos embriogénicos para todos os tratamentos testados durante a fase de
maturacao (Tabela 3a).

Entre os periodos de permanéncia do material testados na fase de inducéo dos calos
embriogénicos, houvmaior numero de embrides/explante foi em meio MS acrescido de 4
UM BA e 1,5 uM GA (35 e 33,2; respectivamente), permanecendo nessas condicdes por
40 d.O tratamento quanduziu menos embrides/explante foi o0 meio MS acrescido com 3
MM de GA (3,9) por 40 d no meio de inducgdo, diferindo estatisticamente dos demais
tratamentos. Todavia, quando o material permaneceu por 50 d em meio de inducéo de calos
embribgénicos, os meios de maturagcdo com melhor resposta foram com 3 e 1,5;uM GA
(31,3 e 30,1 embrides/explante, respetivamente), sendo estatisticament® sogamneios
com acréscimo de BA (Tabela 3b).

Para as variaveis massa fresqaassaseca total doembrides somaticos/explante,
0s maiores valores foram observados em meio MS suplementado com 2 ou 4 uM de BA
por 40d de cultivo. Por outro lado, quando o material permaneceu aos 50 e 60 d de cultivo
em meio de indugdo de calos embriogénicos,htiwe dierencas significativas entre si
para nenhum dos tratamentos testados na fase de diferenciacdo e maturacéo @es embri
somaticos (Tabela 3c; 3e).

A porcentagem de biomassa fresca de embribes somaticos foi estatisticamente
superior quando o material permaneceu por 40 d em meio de inducdo de calos
embriogénicos, seguido de meio MS acrescido de 2 ou 4 uM de BA, na fase de
diferenciacdo e maturacdo dos embrides somaticas,diferindo estatisticamente quando
0s calos embriogénicos permaneceram no meio de indugao por 50 d e maturado com as

mesmas concentragdes de 2 QquMIBA. Porém, os embribes somaticos germinados com 3
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UM de GA apresentaram menor porcentagem de biomassa fresca de embribes (4,65 %),
quando cultivados por 40 d em meio de indugdo. O material induzido durante 50 d n&o
apresentou diferenca significativa quando comparado ao material que permané&ged.por
Também nadoram observadas diferencas entre os meios estudados para nenhum dos dois
tempos de permanéncia (Tabela 3d).

Para a porcentagem de biomassa seca de embrides, quando o material permaneceu
por 40d em meio de indugéo de calos embriogénicos, os meios suplementados com 2 e 4
MM de BA ndo apresentaram diferencas significativas entrd43j4 e 55,8 %,
respectivamenjesendo estatisticamente superiores aos meios com 1, &A\; (19,5
% e 5,5 %, repectivamente) (Tabela 3f).

Tabela 3.Frequéncia de maturacéao (%) (a); Numero de embrides (b); Massa fresca total
dos embrides (mg) (c); Porcentagem de biomassa fresca de embrides (¥9s&h,deica

total dos embrides (mg) (e); e Porcentagem de biomassade embrides (%) (f) em
funcado dos dias de permanéncia em meio de indugéo de calos embriogénicos, do regulador
de crescimento e da sua concentracdo utilizada, na formacado de embrides somaticos em
explantes radiculares de lisianth&sigtoma grandiflorum

(@) (b)
Tratamentos 40d 50d 60d Tratamentos 40d 50d 60d
s/ RC 0 Ab 0 Ab 0 Aa s/ RC 0 Ad 0 Ac 0 Ab
GA:;—15uM 87,5Aa 100Aa 25Ba GAz;—15uM 33,2Aab 30,1Aa 2,8Bab
GA;—3uM 56,3Ba 100Aa 31,3Ba GA; -3 uM 3,9 Bc 31,3Aa 2,5Bab
BA -2 uM 100 Aa 93,8 Aa 31,3Ba BA -2 uM 16,7Ab 7,8 Ab 4,4 Ba
BA -4 uM 100 Aa 68,8 Aa 31,3 Ba BA -4 uM 35 Aa 5,3Bb 5,1 Ba
© (d)
Tratamentos 40d 50d 60d Tratamentos 40d 50d 60 d
s/ RC 0 Ab 0 Ab 0 Aa s/ RC 0 Ac 0 Ab 0 Aa
GA;—15uM 99,6 Ab 59Aab 704 Aa GA;-15uM 16,2Aab 17,4Aa 19,6 Aa
GA;-3uM 23,4Ab 74,4 Aab 38,8 Aa GA; -3 uM 4,7Abc 199 Aa 16,4 Aa
BA -2 uM 288 Aa 136Ba 79,4Ba BA -2 uM 37,8 Aa 25,1 ABa 13,1Ba
BA —4 uM 273 Aa 119Ba 64Ba BA —4 uM 37,6 Aa 18,8 ABa 8,8Ba
(e) ®
Tratamentos 40d 50d 60d Tratamentos 40d 50d 60d
s/ RC 0 Ad 0 Ab 0 Aa s/ RC 0 Ab 0 Ab 0 Aa
GAz;—15uM 9 Abc 6,7Aab 3,4 Aa GA:;—15uM 19,7Ab 21,8Aa 14,4Aa
GA;-3uM 2,2Acd 5,5Aab 3 Aa GA; -3 uM 5,5Ab 18,5Aab 16,1 Aa
BA -2 uM 2008 Aa 7,4Ba 4,1 Ba BA -2 uM 42,4 Aa 23,9Ba 9,3Ba
BA -4 uM 15Aab 5,7Bab 4,6Ba BA -4 uM 55,8 Aa 23,8Ba 9,7Ba

Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas na horizontal eutamiéis vertical ndao diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5 % de probabilidade.
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Desenvolvimento dos embries somaticos

No tempo zero, observeae no explante radicular (anterior & inoculagdo no meio de
inducdo de calos embriogénicos) a presencailishelro vascular, periciclo constituido por
uma unica camada de células e a regido do cortex (Fig. 2a).

Apos 10 d de cultivebservouse o inicio do processo de embriogénese soniatica
vitro, em meio MS acrescido de 10 uM de-B,dexibindo calogénese na superficie dos
explantes radiculares (Fig. 2c). Foram observadas também divisdes celola@stido
anticlind da regido dagoericiclo (Fig. 2d). Nesta etapa as células em divisdo apresentaram
menor tamanho e formato isodiamétrico, apresentando citoplasma denso e nucleos
volumosos. Notou-se acumulo de compostos fendlicos, delimitando a regido de proliferacéo
embriogénica (Fig2d).

Durante todo o ciclo de cultivo constateei desenvolvimento dos calos
embriogénicos na superficie dos explantes radiculares (Fig. 2e). Divisoelsngisrie
anticlinais na regido do periciclo, assim como acumulo de compostos fendlicos, foram
eviderciadas aos 20 d de cultivo (Fig. 2f). Aos 30 d, obsesmaumento do tamanho de
calos embriogénicos (Fig. 2g), desenvolvimento de estruturas colunarealosr(Fa@. 2h)

e desorganizacdo das células associadas ao sistema vascular bem como intsiess divi
celulares, as quais formaram zonas-gmibriogénicas com aumento na vacuolizagcédo
celular (Fig. 2i).

Ao final do ciclo de induc&o de calos embriogénicos (40 d) reaediferenciacao
das zonas prémbriogénicas em embribes somaticos, apresentando assincronia de
maturacdo (Fig. 2j; 2k). Os embribes apresenta@nibem definidos, com estrutura
bipolarizada, com protoderme evidente e sem ligacdo com o sistema vascudaiddo t
inicial (Fig. 3I).

Apos 20 d da transferéncia dos explantes radiculares paetoade maturacéo (MS
suplementado com 2 pM de BA), emlasd somaticos em diferentes egiddforam
visualizados na superficie do explante (Figs. 2m; 2n)Xdfmie, meristema fundamental,
procambio, primérdios foliares e domo apical foram identificados nas vitroplantas
provenientes da etapa de maturacdo dos embrides somaticos, apos 30 d deEnpieriean

meio de maturacao (Fig. 20; 2p).
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Caracterizacao histoquimica

Testes histoquimicos indicaram a presenc¢a de compostos de reserva conue graos
amido, poissacarideos, pectinas e proteinas; nas células parenquimaticas do cértex e em
calos embriogénicos, porém, ndo houve reacéo positiva para lipideos na fase de inducéo de
embriogénese somatica.

Observouse mobilizagéo das reservas nos tecidos radicularnesigo do processo
de embriogénese somatica. Porém, ndo foi observado grdos de amido e proteinas nos
embrides somaticos com 40 d no meio de inducéo, evidenciados pelas rea¢cbes negativas ao
lugol e XP. Por sua vez, na mesma época houve reacao positiv&rcoatho de ruténio e
PAS, evidenciando a presenca de pectinas e polissacarideos, respectivamente. Apés 30 d n
meio de maturacdo cod uM de BA os embribes soméaticos germinados apresentaram
reacao positiva para lugol, PAS, vermelho de ruténio, vermelho neutro e XP, indicando a
presenca de grdos de amido, polissacarideos, pectinas, lipideos e proteiisas tot

respectivamente (Tabela 4).

Tabela 4. Estudos histoquimicos da embriogénese somatidaudeoma grandifloruma
partir de segmentos radiculares, submetidas ao lugol, PAS, vermelho de ruténio, XP e
vermelho neutro.

Estadio de Vermelho Vermelho
desenvolvimento| Lugol PAS | de ruténio XP neutro
0 d inducéo + + + + -
10 d inducao + ++ +++ ++ -
20 d inducéo + + ++ +++ -
30 d inducéo +++ +++ + +++ -
40 d indugéo - + + - -
30 d maturacgao + + + + +

Abreviacdes: {) reacdo negativa; (+) reacdo positiva; presenga estrutural; (++) reacdo positivapataimul
substancia; e (+++) reacdo positiva intensa; intenso acltaiwdabstancia

No tempo zero, foi possivel identificar a presenca de grdos de amido e
polissacarideos no parénquima cortical dos explantes radicular& dendiflorum
confirmados pela reacdo positiva aos testes de PAS (Fig. 3a). Assim também, houve
intensificacdo do reagente vermelho de ruténio associado a pectina da parede celular (Fig
3b). As proteinas totais foram evidenciadas pela reacédo positiva ao XP (Fig.ndo), se
possivel observar nas células do cilindro vascwasim como no citoplasnrastrito a

regido periférica das células diferenciadagparénquima.
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Apoés 10 d em meio de inducédo, parece haver um aumento leve no acumulo de graos
de amido nas células corticais das raizes, houve também aumento da reacdo com PAS na
regido das células edivisdo (Fig. 3d). Observese reagdo positiva a vermelho de ruténio
(Fig. 3e) e XP (Fig. 3f) realcando elevada atividade de sintese de substancias @écticas
proteinas As proteinas totais sintetizadas delimitarsgna regido central das células em
diviséo.

Aos 20 d observoge o0 mesmo padrdo histoquimico evidenciado nos periodos
anteriores. Houve reacao positiva para PAS (Fig. 3g), vermelho de ruténio (Fig. 3h) e
positiva para XP (Fig. 3i).

Com 30 d em meio de inducéo de calos embriogénicos, houve alapargatalo
acumulo de grdos de amido nas zonasepnbriogéicas, (Fig 3j). Da mesma forma,
apresentaram reacdo positiva para vermelho de ruténio (Fig. 3k) e positiva hara X

evidenciandgresenca de pequenos corpasteicos de reserva (Fig. 3l).

Clonagem e analise da provavel sequéncia codificadora de geBERK expressos
durante a embriogénese eriustoma grandiflorum
Andlise das sequéncias de nucleotideos

Para a clonagem das provaveexjuéncias foi utilizado RNA extraido a partir de
explantes radiculares mantidos no meio de indugdo embriogénica durante 30 d. A
combinagéo de iniciadores degenerados S1/S5 utilizada para a amplificagdo dal€eDNA
SERKdeE. grandiflorum gerou um fragmento de aproximadamente de 914 pb.

ApoOs a andlise das sequéncias de 12 clones foram gerados dois contigs. Na
comparacao das sequéncias de nucleotideos dos contigs com aquelas depositadas no banc
de dados do NCBI ambos os contigs apresentaram identidade com membros da familia
SERK O contigl, com 912 pb apresentou identidade d&8326 comSERK1e 7780 %
com SERR (Tabela 5a)O contig 2, com 83 pb apresentou maior identidade ;87 %,
com SERK3/BAKIde outras espéciedabela 5b). Por outro lado, observerlidentidade
de 75 %entre o ontig 1 e o contig 2.
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Tabela 5.Comparac¢édo da sequéncia nucleotidica do contigl (a) e contig 2 (b), obtida da
analise de clones de cDNA deustoma grandiflorumamplificado com os iniciadores
degenerados S1/S5, com as sequéncias de outras espécies depositadas no banco de dados
NCBI.

(a)
Acesso Descricao Cobertura E-value Id,er_mdade
(%) méxima (%)
NM_001288364.1 Solanum tuberosugtERK1) 100 0,0 82
HM802242.1 Rosa canina (SERK1) 99 0,0 81
AY162176.1 Medicago truncatula (SERK1) 99 0,0 81
XM _002276378.3 Vitis vinifera(SERK?2) 99 0,0 80
AF384969.1 Arabidopsis thaliana (SERK?2) 99 0,0 77
(b)
Acesso Descri¢céo Cobertura E-value Ideljtidade
(%) maxima (%)
NM_001247697.1 Solanum lycopersicum (SERK3) 97 0,0 82
HQ332144.1 Nicotiana benthamianéSERK3) 97 0,0 82
XM _0077042963.1 Theobroma cacao(BAK1) 97 0,0 81
XM _003547551.2 Glycine max(BAK1) 99 0,0 80
XM 010659320.1 Vitis vinifera (BAK1) 98 0,0 77

Andlise da sequéncia de aminoacidos preditas

A analise das sequéncias nucleotidicas no prog@Rfafinder (NCBI) confirmou
a presenca de duas ORE¥pén Reading framgjara oscontigsl e 2. O contig 1 com 912
pb e 301 aminoacidos e o cotigl com 873 pb e 290 aminoacidos.

Na comparacdo das sequéncias de aminoacidos dos contigs com as depositadas no
banco de dados do NCBI, obsensrisimilaridade com membros da familia de SERK. O
contig 1 mostrou entre 9 98 % de similaridade com SERK1 &®lanum tuberosum
Medicago trunatula e Rosa caninae entre 92- 97 % com SERK2 d&ea maysVitis
vinifera e Theobroma cacad”or outro lado, o contig 2 apresentou similaridade entre 92
94 % com SERK3/BAK1 délicotiana benthamiana, Glycine max, Solanum lycopersicum
Theobroma cacae Vitis vinifera

O multiplo alinhamento das sequéncias deduzidas de aminoacidos dos contigs com
as sequéncias que apresentam maior similaridade pelo BLASTp permitiuigdentif
dominios estruturais altamente conservados, caracteristicos de proteRIQI&S outras
espécies. Os dois contigs incluem parte do dominio extracelular contendo o padrdo
repetitivo de leucina (LRR1 até LRR5), a regido rica em prolina, o dominio trafsamam

e parte do dominio quinase. O restante das sequéncias, referente a@aifrioteinas e a
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extremidade @erminal estdo ausentes nos dois contigs analisadds. deandiflorum
devido a regido de anelamento dos iniciadores degenerados.

O contig 2 deE. grandiflorumapresentou delecdes de 11 aminoacidos representadas
pelos gaps no alinhamento proxima a regido rica em prolina (SPP), alinhados &RKALS
e AtBAK1. De forma contraria, no contig 1 foram observadas inser¢ces de aminoacido
nessa regiao, alinhados com AtSERK1 e AtSERK2. Em funcdo da alta similaridade da
sequéncias de anvacidos das proteinas encontradaskengrandiflorumcom as demais
encontradas no banco de dados, a partir daqui essas proteinas serdo denominadas, de form
geral,EgSERKIike (Fig. 4).

Andlise filogenética

Foi construida a arvore filogenética com bagesequéncia da proteina incluindo os
motivos LRR ao dominio quinase, dos contigEdgrandiflorume seus homoélogos SERK
e BAK1 de outras espécies vegetais disponiveis no banco de dados, visando inferir a
relagcéo entre essas proteinas.

Na filogenia obsrvouse formac&o de trés grupos bem sustentados pelo teste de
Bootstrap O grupo 1 formado poiSERK1 e SERKZ2 o grupo 2 constituido por
SERK3/BAK1le um terceiro grupo formado pSERK4e SERKS5 A sequéncia do contig 1
ficou mais préoximo aos membros @ERK1le SERK2 sustentado por um valor de
Bootstrapde 99 %. O contig 2 agrupeae aos membros &ERK3/BAK1sustentado pelo
valor de Bootstrapde 64 %.AtSERK4 por sua vez ficou mais proximo ASERIS,
sustentado por um valor @®otstrapde 100 % (Figh).

Caracterizacdo do padréo de expressao ®RK por hibridizacao in situ

Cortes longitudinais do segmento radicular em tempo zero de induc& de
grandiflorum mostrarama presenca de epiderme intacta, sistema vasqeaiGiclo e
regido do corteXFig. 6a), sendo que, a analise dos cortes histolégicos hibridizados com
sonda antsenso ndo demostrou sinal da express&sEd@Kneste tempo (Fig. 6b). Aos 10
d no meio de indugdo com 2Xforam observadas divisdes celulares anticlinais déoegi
do perciclo (Fig. 6¢). Ness@eriodg observotse sinal de expressdo 8&RKfracamente

marcado na regiao proliferativa (Fig. 6d).
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Aos 20 d de cultivo houve intensificacdo das divisdes periclinais e anticlinais na
regido do periciclo (Figee). E observouse transcritos de SERK na regidao de proliferacéo
celular, sendo maistensamentenarcada a regiao periférica (Fig. f). AosB0bservouse
formacdo de zonas pembriogénicas (Figbg). Bem como,0 sinal caracteristico da
expressdo de SERK foi intensamente evidenamsdozonas pro-embriogénicas (Fig. 6h).

Embrides somaticos em estagio globular foram observados aos 40 d no meio de
inducao (Fig. 6i). A hibridizacam situ ndo mostrou nenhum sinal da expressa&ERK
nessa fase (Fig. 6j). Apos 30 d da transferéncia do material embriogénico ao meio de
maturacdo com 2 uM de BA, observeal vitroplantas com primordios foliares e domo
apical bem formado (Fig. 6k). As vitroplantas proveniente da embriogénesecsodti
explantes radiculares de. grandiflorum também ndo mostraram expressdo SERK
quando hibridizadas com a soratgisensdFig. 6l). (Ouakfaoui et al. 2010)
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DISCUSSAO

Inducéo de culturas embriogénicas

O presente sistema de cultivovitro de E. grandiflorum juntamente com o uso do
regulador de crescimento 2 foi imprescindivel para inducdo de calos embriogénicos
em raizes, representando uma nova abordagem para a regeneragao de plantas.

O uso do 2,4 favorecea inducdo de embriogénese somatica em nigda
radiculares(Komai et al. 1996a; Twyford ¢ Mantell 1996; Mikuta e Rybczynski 2001;
Iantcheva et al. 2005; Fiuk e Rybczynski 2007b; Yang et al. 2009), assim como, de
distintos 6rgdos vegetais das espéfiagehnle et al. 1992; Sivanesan et al. 201laZbt
al. 2012; Pinheiro et al. 2014; Haque e Ghosh 2081gye demonstra ser um regulador de
crescimento eficiente neste processo. Assim também, o uso -&ef@i4proposto para
induzir embriogénese somatica em discos foliarek.dgrandiflorum(Nhut et al. 2006)
contudo, o uso de explantes radiculares ainda nédo foi relatado para esta espécie.

O 2,4D parece atuar ndo s6 como analogo auxinico, mas também como fator de
estresse, contribuindo dessa forma, na eficiéncia da inducdo embriogénicaissienste
regulador de crescimento tem o papel de aumentar o nivel endégeno do acido indolacétic
(AlIA), bem como influencia no metabolismo endégeno déig-hormonios(Jiménez e
Thomas 200p No entantpse 0s niveis de estresse excedem a tolerancia dos tecidos, as
células podem sofrer necrose e danos irreversiveis, ocasionando a mortgfeehdaet
al. 2003; Zimmermannn 2010; Fehér 2014 presente trabalho, concentracdes elevadas
de 2,4D foram pejudiciais na fase de indugcdo embriogénica aumentando a taxa de
oxidagéo e diminuindo a frequéncia de indugao embriogénica (Fig. 1a, 1b).

Outro aspecto a ser consideradarante a inducdo embriogéniéa o tempo de
permanéncia do material em meio de waltcom adicdo de 2. Pois, um periodo
prolongado de exposi¢do continua dos explantes a elevadas concentragfes de auxinas pode
levar a paralizacdo do desenvolvimento embriogénico e perda do potencial de regeneraca
(Jiménez e Thomas 2008on Arnold 20®). Trabalhos con®Dryza sativaGairi e Rashid
2004)e Arabidopsis thaliangVon Arnold 2008)elatam que o tempo de duracdo em meio
de cultura para inducdo de calos embriogénicos foi o fator decisivo no processo de
embriogénese somatica. O mesmo foi observado no presente trabalho, uma vez que a

permanéncia dos explantes radiculare& dgrandiflorumdurante 60 d em meio com 2, 4
99



D, independentementia concentracdo utilizade fase de diferenciacdo e maturacdo dos
embriGes somaticos, ocasionou reducéo de todas as variaveis analisadas, nmpstra
permanéncia durante tempos extensos em meio de inducdo é altamente prejudicial ao
processo de embriogénese somatica na espécie.

Diante dos resultados obtidos no presente trabalho, recorseraaso de 1M
de 2,4D para o estabelecimento de calos embriogénicos de segmentos radiculares de
grandiflorum assim como manter o material 0 menor tempo possivel na inducéo (40 d de

cultivo).

Maturacdo dos embrides somaticos

Para a histodiferenciacdo e maturacdo dos embrides somaticos, foi necesséario a
retirada do 2,0 do meio de inducdo e a adicdo de BA ousz;@A meio de maturacao,
sendo que os dois reguladores geraram embrides somaticos em estadio cotifedonar
adicdo de BA no meio de maturacao p&ragrandiflorumfoi proposto porNhut et al.

(2006) contudo, o uso de GAva fase de maturagdo ainda n&o foi proposto para a espécie
em questao.

As giberelinas (GAs) sao requeridas principalmente na fase final do
desenvolvimento da embriogénese facilitando uma rapida germinacdo dos embribes
somaticos(Komai et al. 1995Choi et al. 1999Yang e Choi 2000;Zlenko et al. 2002;
Pareek and Kothari 2003; Sivanesan et al. 2011), assim como alongamento dos embrides
somaticos em estadios mais avancados da maturacdo embriogénica (Twyford e Mantell
1996) Contudo, o uso de GAa fase de maturacao pode inibir a germinacdo de embrides
somaticogNaing et al. 213) No presente trabalho, o uso de {§%omoveu germinacdo
de embrides somaéticos, porém, os embrides gerados apresesgarfaatos, sendo
demonstrado pelos valores baixos obtidos de massa fresca e seca em comparagao aos
valores observados com agib de BA (Tabela 3c; 3e), bamomo pela baixa porcentagem
de biomassa fresca (max. 19,9 %) e seca (max. 21,8 %) de embrides germinadiaslaRes
semelhante foi relatado pavwedicego sativa,onde houve diminuigdo da massa fresca dos
calos embriogénicos a medida que aumentou a concentracag RuGHs et al. 2002).

Ja o uso de citocininas ao meio de cultura desempenha um papel importante na

divisao celular, assim como na diferenciacdo de calos embriogébaos et al. 1993
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Jiménez érhomas 200p como foiobservado com o uso de BA no meio de maturacdo em
Dioscorea alata Twyford e Mantell 1996 Corydalis yanhusu¢Sagare et al. 2000).

Alguns trabalhos relatam o sucesso com a adicdo de@GRA ao meio de cultivo
para a maturacdo de embribes somaticos em espécies da familandeeaMikuta e
Rybczynski 2001; Fiuk e Rybezynski 2007a; Fiuk e Rybczynski 2008a). Estes reguladores
de crescimento também tém sido utilizados para maturacdemdieides somaticos
provenientes de explantes radiculatesniai et al. 1995Twyford e Mantell 1996;Akashi
et al. 1998Yang et al. 2009). Esses autores relatam ainda que tanto o tipo de regulador de
crescimento quanto a concentracdo utilizada sao fatores determinantes mgérmabe
somatica.

Na maturacdo de embrides somaticosAdem palaestinunobservouse que 0 uso
de 8,8 uM de BA foi mais responsivo, gerando maior nimero de embrides por explante
(Shibli et al. 2012)Porém, par&urcuma amadas concentracdes acima de 1,83 de
BA diminuiram a frequéncia de indug&o, assim como o numero de embrides germinados
por disco foliar (Soundar et al. 201Bm E. grandifloruma adi¢céo de 4,44 uM de BA na
maturacdo embriogénica gerou maior numero de vitroplantas/disco foliar, contudo o
aumento da concentracao (8,88 ou 13,32 uM de BA) levou a diminuicdo deste valor, até a
inibicdo do processo de diferenciacdo e maturacdo dos embrides sométicos com o uso de
17,15 ou 22,19 uM de BA no meio de cultiidhut et al. 2006). Por outro lado,uso de
GA; tornase necessario para a regeneracdo de plantulas a partir de embrides somaticos
provenientes de explantes radicularesSgaacia oleraceacontudo, concentracdées acima
de 1 uM deste regulador de crescimento afetaram a frequéncia de formacé&o das vitroplantas
nessa espécigomai et al. 198). Em Campanula punctata adicdo de 2,88 uM de GA
no meio de cultivo aumentou significativamente a porcentagem de germinacdo dessmbride
somaticos provenientes de discoddi@s (94 %;Sivanesan et al. 2011), assim como de
discos foliares d®ianthus (75 %; Pareek e Kothari 2003sses resultadowidenciam
que os teores de cada regulador de crescimento variam em funcdo dos objetiviosada cul
da espécie e do tipo de explante cultivado (Xavier et al. 2009).

No presente experimento obsers®l que o0 uso de 4 uM de BA no meio de
maturacadgyeroumaior numero de embrides somaticos por explante radicular. Porem, 0 uso

de 2uM de BA gerou embrides somaticos com melhor vigor, evidenciado pelo maior
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acumulo de massa fresca e seca obtida, assim como pela porcentagem de biomassa fresca
seca de embribes somaticos/explante. Diante disso recosemndaso de 2 UM de BA no

meio de maturacdo com permanéncia dosaexgs radiculares por apenas 40 d no meio

com 2,4D.

Alteracdes anatdmicas na embriogénese somatica

A regeneracdo de plantas Begrandiflorumvia embriogénese somética a partir de
explantes radiculares segue rotas morfolégiteaslesenvolvimentaespedicas que deram
origem aformacéo de uma estrutura bipolar bem estruturada.

Os meios utilizados nas fases de inducdo de calos embriogénicos e
diferenciagcdo/maturacdo dos embrides soméaticos promoveram embriogénmegEaso
indireta e assincrénica como ta@émb foi observado er@ichorium (Dubois et al. 1990
Gentiana pannonic@Mikuta ¢ Rybczynski 2001), nos quais os autores relatam a formacéao
de calos nos segmentos radiculares, sendo a primeira modificacdo visivel dal materi
meio de inducéo de embriogé&e somatica. Por outro lado, a desdiferenciacéo de células e
sua rediferenciagdo em pequenos grupos de células individualizadas, zonas pré
embriogénicas, indicam que os embriées somaticés geandiflorumtenham se originado
via padréo multicelular, assim como descrito para outras espécies de (antasto et al.

1996; Cangahuala-Inocente et al. 2004; Moura et al. 2008; Rocha et al. 2012b).

No presente estudo, ap0s a inducdo dos explantes radiculares em meio contendo
2,4D, foram observadas divisdes celulares em diferentes planos das célulasido,pes
quais deram origem aos embrides somaticos, como observado em explantes radeulares
Brassica oleracedYang et al. 2009)Similarmente, o uso de AIA e ANA promoveram
estas divisdes celulares em explantes radiculares de explantes radididakesvski e
Williams 1995 Benkova et al. 2003 corroborando a funcdo das auxinas como regulador
de crescimento fundamental para inducdo da embriogénese somatica nas espécies. As
células em divisdo assemelharamas células meristematicas, com citoplasma denso e
nacleos volumosos, caracteristicas tipicas de células com competéncia @nitaiog
(Williams e Maheswaran 1986; Carman 1990; Merkle et al. 1995; Jiménez EOO&er
2013).

Adicionalmente, na fase de diferenciacdo e maturacdo foi observado

desenvolvimento deotilédones, meristema apical, sistema vascular e meristema radicular,
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demonstrando aimilaridade morfolégica com embrides zigoticos. Observacdes similares
ocorreram em explantes radiculareskleutherococcus koreanu(®ark et al. 2005¢ de
Chrysanthemun(Xu et al. 2012). Os embrides somaticos germinados no presente estudo,
nao apresentaram conexao vascular com o explante inicial, caracteristica determinante que
diferencia entre as duas vias morfogénioadgtro: embriogénese somatica e organogénese
como descrito parBassiflora edulisRocha et al. 2014).

Ressaltsse ainda, que andlises estruturais indicaram a presenca de divisbes
celulares concéntricas, chamadas de meristlapnas vitroplantas. Esta resposta pode
estar relacionada a adicdo de 4 uM BA no meio de agiardos embrides (dados néo
mostrados)dessa formasugerese a necessidade de reducgao para 2 uM da concentracdo de
BA na fase de maturacéo émgrandiflorum

Andlises histoquimicas e mobilizacao de reservas

Durante o desenvolvimento dos embrides smositemE. grandiflorumfoi notada
a presenca de compostos fendlicos nos tecidos dos explantes radiculares. Enincultivo
vitro a sintese de compostos fendlicos esta relacionada com a desdiferenciacdo celular e em
resposta a injuria e ao estresse induzidos pelas condi¢des do cultivo (Alemand00s)al
Estes compostos estdo associados com a atividade antioxidante devido @adapdei
remocdo ou mesmo eliminacdo de radicais liyddemanno et al. 2003; Sa et al. 2012)

Reis et al. (2008através de ésdos histoldégicos e de ultraestrutura demonstraram que
embrides somaticos dEeijoa sellowiana formaramse em estreita associacdo com
compostos fendlicos, sugerindo que estes compostos sdo0 essenciais para o controle de
alguns processos morfogénicos qaercemin vitro.

Caracteristicas histoquimicas observadas inicialmente nas células da iz de
grandiflorum como baixo acumulo de amido e proteinas, podem ser interpretadas como
sinais de baixa atividade metabdlica, o que também foi observado enmtexpéaticulares
de Gentiana cruciatgMikuta et al. 2002), espécie da mesma familia. Porém, o acimulo de
nutrientes necessarios para o desenvolvimento e germinacdo dos embridessaeatic
grandiflorum assemelhoe ao comportamento de embrides zigoticos. No entanto, como
ocorre em outros processos embriogénicos, o tempo de acumulo e a proporcdo dos

nutrientes pode variar de espécie para eséeieng e Meinke 1993; Merkle et al. 1995).
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No presente trabalho ndo foi observado deposicao de lipideosgndo processo
de inducdo de calos embriogénicos, porém os embrides soméaticos germinados
apresentaram reacao positiva na epiderme dos primérdios foliares, parth@aresro,
denotando deposicéo de ceras e cutina na parede das células epidérmicas. As ceaas e cutin
sdo compostos de lipideos que cobrem os tecidos externos de muitos 0rgaos vegetais (ex.
folhas e frutos- Alquini et al. 2012) Distinta resposta, para outras espécies nas quais
observouse acumulo e mobilizacdo de corpos lipidicos ao longo do desenvolvimento dos
embrides somaticadantcheva et al. 2005; Fiuk ¢ Rybczynski 2008b; Rocha et al. 2012b).

Entre os polissacarideos constituintes da membrana celular ha a celulose,
hemicelulose e substancias péctiasert 2006 Scatena &creminDias2012). Assim, nas
células parenquimaticas do cortex de explantes radiculards. dgandiflorum foram
identificados polissacarideos estruturais pela reacdo positiva do PAS eheenaetro,
com alteracdes aparentes dos constituintes da membrana celular nas célulasdenateivi
o desenvolvimento das zonas{@mbriogénicas. As propriedades estruturais e bioquimicas
da membrana celular mudam ao longo do crescimento e desenvolvimento celular,
participan@ diretamente do desenvolvimento e diferenciacdo celular durante o processo de
embriogénese somati¢Malinowski e Filipecki 2002)Em Feijoa sellowianaCanhoto et
al. 1996) Gentiana creciatgMikuta et al. 2002) e Gentiana punctatéMikula et al. 2004)
foi observado espegsanto da membrana celular nocioi da indugdo embriogénica
semelhante ambservado nopresente trabalho. As células somaticas que adquirem
competéncia embriogénica sdo frequentemente isoladas fisica e fisiologicamente das
células adjacente pelo espessamento da parede celular, assim como pela auséncia ou
reducdo do numero de plasmodesmas (Verdeil et al., 2007).

Por outro lado, houve aumentcaagnte da concentracdo de substancias pécticas no
inicio das divisdes celulares ataesenvolvimento das zonas qambriogénicaO mesmo
resultado foi observademMusaspp., no qual houve secrecéo de pectinas rexfétip das
células embriogénicas e ndo embriogénicas, bem como nos embribes somatiebal(Xu
2011).

No presente trabalho, foi possivel identificar o aumento significativo dos niveis de
proteinas citoplasmaticas e nucleares durante a formacéo de eélbldsgénicas, porém

houve diminuicdo deste composto durante a germinagdo. Comportamento semelhante foi
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observado na inducdo embriogénica em explantes cotiledonaf@anuglia japonical.
(Barciela e Vieitez 1993)Além disso, Sané et al. (2008@monstream que o acumulo de
graos de amido e de proteinas foi reduzindo nas fases mais tardias da emd®iogén
somatica déhoenix dactyliferao mesmo observado no presente trabalho.

Durante todo o processo de embriogénese somatica de explantes radiculares de
grandiflorum ocorreu sintese de amido e mobilizagdo. O mesmo comportamento foi
observado na indugdo de embriogénese somética para diferentes expl@aesat@aspp.
(Mikula et al. 1996; Mikula et al. 2002 amido tem a capacidade de fornecer energia
para as células em divisao e posterior formacao de calos embriogénicos (Barcieleze Viei
1993) A presenca de amiloplastos com gréaos de amido indicam a aquisicao de competéncia
a embriogénese somati@dikula et al. 1996; Fiuk e Rybczynski 2008b).

Comparacao entreEgSERK-like e SERK de outras espécies

Neste trabalho foram isolados duas sequencias parciais relacionadas comsmembro
da familia SERK Tais sequéncias foram amplificadas a partir do cDNA de calos
emlriogénicos com 3@ de cultivo em meio de indugdo com -H4 A comparacdo das
sequéncias nucleotidicas e de aminoacidos deduzidos dos contigs EgSERiike com
banco de dados demonstrou alta similaridade $8RK1 SERK2 SERK3/BAK1de outras
espéads, especialmente de eudicotiledbneas cofmabidopsis thaliana Nicotiana
benthamianae Theobroma cacgoentre outras. Relatos na literatura demostram que
homologos deSERK estdo associados com o potencial embriogénico das culturas, tanto
nas espciesmonocotiledéneas, quantasieudicotiledoneaéSchmidt et al. 1997; Hecht et
al. 2001; Thomas et al. 2004; Sharma et al. 2005; Sharma et al. 2008NBBezzet al.
2009; Nolan et al. 2009Diante disso, acredise que OEgSERKIike desempenha um
papelconservado na embriogénese somatica de segmentos radicularegateliflorum.

O alinhamento das sequéncias de aminoacidos deduzidas dos Eg&iERKlike
com homologos de outras espécies mostrou a presenca de parte dos dominios ricos em
leucina, osdominios transmembrana e quinase caracteristicos de proteinas SERK . O
contigl apresentou maior similaridade c@&BRK1le SERK2 O contig 2, por sua vez
apresentou maior similaridade com homologosS&#RK3 Esse resultado, possivelmente
esteja relacionadoom a ocorréncia da delecdo de 11 aminoacidos proximo ao dominio

SPP no contig 2, caracteristica que se repete nas prdd&iR&&3de Arabidopsis thaliana
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(Hecht et al. 2001)Vitis vinifera (Schellenbaum et al. 20Q8polanum lycopersicum
(Sakamoto et ak012).

A andlise filogenética separou os contigs 1 e 2 em dois grupos distintos. O contig 1
agrupouse principalmente com sequencas proteinaslescritas com&ERK1 e SERK2
relacionados com embriogénese somatica de espéciesDaumas carotg Schmidt et al.
1997),Arabidopsis thaliangHecht et al. 2001)Medicago truncatulgNolan et al. 2003)
Theobroma cacag¢Santos et al. 2005)Solanum tuberosurSGharma et al. 2008)Vitis
vinifera (Schellenbaum et al. 20Q8Rosa caninaKedong et al. 2011 Glydne max
(Yang et al. 2011) O geneSERK é expresso durante a aquisicdo de competéncia
embriogénica das células sométicas, bem como ao longo do desenvolvimento dos embriées
somaticos e zigoticasSchmidt et al. 1997; Hecht et al. 2001; Radoeva e Weijers 2014).

O contig 2 posicionoge no grupo de homoélogos 88RK3/BAK1das espécies\.
thaliana (Chinchilla et al. 2007; Heese et al. 200Vjtis vinifera (Schellenbaum et al.
2008),Solanum lycopersicuiffrradin et al. 2009Nicotiana bethamianéChaparreGarcia
et al. 2011)e Theobroma cacaqMotamayor et al. 2013)O geneSERK3 nomeado
também como BRH Associated Receptor KinaseBAK1) esta associado com a
sinalizacdo mediada por brassinosteroides (Li et al. 2002; Nam e Li 2002), sugessalo de
formaque a sinalizagédo tanto 8&RKgjuanto de brassinosteroides esta interligada entre si
(Karlova et al. 2006). O genBAK1 foi relacionado com morte kegar programada e
resisténcia ssdoencas e aos patdogenos (He et al. 2000; Chinchilla et al. 2007; Hekse e
2007; Kemmerling et al. 2007; Wu e Zhou 2Q18)¢m disso, pesquisas descreveram a
expressdo dSERK3na embriogénese somatica haticum aestivun{Singla et al. 2008)
Vitis vinifera(Schellenbaum et al. 20Q80sa hybridgZakizadeh et al. 2010¥ea mays
(Zhang et al. 2011 Ananas comosuéMa et al. 2014). Os resultados deste trabalho
sugerem que GSERK3/BAKltambém pode atuar na resposta embriogénicaEem
grandiflorume que possivelmente esteja associado a sinalizagao de brassinostessieles ne
processoSmertenko and Bozhkov (2014ropuseram que a familia multigéniS&ERK
modula a sinalizac&o de brassinosteroides na embriogénese.

Diante das divergéncias observadas nas analises de blaginltemento ede
filogenéticas para &gSERKIike sugerese que podse tratar de distintos membros da
familia SERK Assim, o contig 1 e 2 sdo possiveis homologosSHRK1e SERK3
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respectivamente, os quais provavelmente estdo associados com inducdo de ermbriogéne

somatica em segmentos radiculare& dgrandiflorum

Expressdo de geneSERK durante a embriogénese somatica

Através da hibridizacaa situ, foi possivel notar a presenca dos transcritos de
SERKnas diversas fases do desenvolvimento da embriogénese somatica de segmentos
radiculares deE. grandiflorum Foi utilizada uma sonda sintetizada numa regido
conservada, portanto ndo sendo possivel distinguir os diferentes membros détaRHlia
O sinal foi detectado com o inicio das divisdes celulares na regido do periciclo, houve
aumento de form@gradativa do sinal de expressao $IERK sendo maisntensamente
marcado nos prémbrides, decrescendo ao longo da indugdo embriogénica atépteto
desaparecimento no esi@aglobular.

Os reguladores de crescimento, assim como condi¢cdes de esfiessmsiderados
os fatores principais envolvidos na traducdo de sinais que lavaeprogramacao da
expressdo génica de células sométicas, dando origem as divisdes celularsicassien
desencadeando o desenvolvimento embriogéfdewattieri et al. 20Q). Entre 0os genes
envolvidos na aquisicdo de competéncia embriogénica o mais estudasBRKosendo
descritos em grande numero de angiosper{Basleva et al. 2000; Hecht et al. 2001;
Baudino et al. 2001; Ito et al. 2005; Sharma et al. 2008; Singla et al. 2008; Nolan et al.
2009; Kedong et al. 2011; Wang et al. 2011; Ma et al. 2012; Savona et al. 2012; Ben
Mahmoud et al. 2013; Rekik et al. 2013; Huang et al. 2014; Ma et al. 2014; Silva et al.
2014; Talapatra et al. 2014; Podio et al. 2014; Li et al. 2(Adr sua vez, o gerfRERK
pode ser regulado pelas auxinas em algumas espécies, e pelas auxinas e citocininas em
outras(Zhang et al. 2011). No presente trabalho acresditque o 24D esteja regulando a
expressdo degSERKIlike, atuando como molécula sinalizadora na indu¢cdo embriogénica
de explantes radiculares He grandiflorum Assim também, varios trabalhos evidenciaram
a capacidade que o 2Dt apresentana inducdo da expressaénga nas espécigsehér
2014).

A expressao @ SERKvem sendo utilizada como uma ferramenta para monitorar a
embriogénese durante o cultivovitro em varias espéci€Schmidt et al. 1997; Albrecht et
al. 2005 Steiner et al. 2012). Trabalhos mostram sinal da expres8&RKem células

com competéncia embriogénifRocha e Dornelas 2013)élulas meristematicdSavona
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et al. 2012; Li et al. 20143o sistema vascular e células do cortex do sistema radicular
(Kwaaitaal e De Vries 2007; Nolan et al. 2009). No presente trabalho, forainaglaalas
regides proliferativas com competéncia embriogénica, no entanto as céluktemicas
(apice) e do sistema radicular no tempo zero nédo apresentaram sinal da expr8gd@is de
apos a hibridizacam situ. Corroborandodessa formacom a hipotese que 8&RKsmE.
grandiflorum podem estar diretamente relacionados com a aquisicdo da competéncia
embriogénica das céluldsirante @mbriogénese somaticamsegmentos radiculares nesta
espécie.

Por outro lado, membros da fami8&RKtambém desempenham outras funcées no
amplo desenvolvimento das plantas, assim a expressao dos homoél&ERKlorre em
outros tecidos vegetais (Baudino et al. 20ftlet al. 2005; Zakizadeh et al. 20T et al.

2012; Ma et al. 2012; Ma et al. 2014gnb como na sinalizacdo de células pluripotentes
(Savona et al. 2012 outros processos morfogénitowitro (Thomas et al. 2004; Nolan et

al. 2009; Wang et al. 2011; Savona et al. 2012). Assim, novas pesquisas Sao necessarias
com o intuito de localizar presenca de transcritos 88RKnos diferentes tecidos vegetais

deE. grandiflorum

Comparando os resultados do padrao de express@iBRIsobservados no presente
trabalho observege o mesmo descrito pavéomordica charantigTalapatra et al. 2014)
no qual a expressao deERKEé limitadaaos estadios iniciais da embriogénese somatica,
sugerindo que a aquisicdo de competéncia embriogénica pelas células somdditas
papel principal de atuacdo @mSERKIike na indu¢do embriogénica de grandiflorum
De forma contrda, a expressdo caracteristica 88RKna embriogénese somética de
Dactylis glomeratgdSomleva et al. 2000A thaliana(Salaj et al. 2008 Zea MaygZhang
et al. 2011)estendetse até o esthio globular e a fase de maturac@los embrides
somaticos. Assim, de acordo com as condi¢des fisiologicas submetidas, REfRIgode
ser expresso de maneira diferenciada na embriogénese somatica em espécies de
eudicotiledoneas, monocotileddneas e gimnospermas (Steiner et al. 2012)

Os resultados obtidos no presente trabalho fornecem um protocolo eficiente de
embriogénese somatica a partir de explantes radiculareg&. dgrandiflorum com
informacdes detalhadas das mudancas anadmi histoquimias, assim como
caracterizagdo da expressdos geneSERKdurante todo o processo. Ampliando dessa
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forma, o conhecimento da morfogén@seitro, bem como da embriogénese somatica em

raiz nessa espécie, que até o momento nao havia sido descrita. Os dados podem auxiliar em
futuras pesquisas para transformacao genética, bem como, para ideatifieagatros

genes marcadores da embriogénese somatssim como dos fatores envolvidos na

transicdo embriogénica.
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Fig. 2 Frequéncia de indugéo (a) e taxa de oxidagdo (b) de explantes radiculares desdligargtuma
grandiflorum‘Abc 2-3 Rose’), em funcdo da concentracdo de@do meio de inducdo de embriogénese
somatica, avaliadas aos 40 d de culliveitro.

125



126



Fig. 2 Embriogénese somatica de lisianth&&istoma grandifloruma partir de segmentos radiculares,
caracterizada mediante estereomicroscopia, microscopia de luz e eletrénica de vaxptun. ko tempo 0
(a, b); Detalhe em estereomicroscof@g; Seccdo longitudinaangencial: cortex; periciclo e sistema vascula
(b); Ap6s 10 d da introducéo no meio de indu¢éod); Inicio de calogénese (») (c); Divisbes anticlinais
(seta) e nucleos volumosos na regiao do peri¢ihloApos 20 d no meio de induc@®e, f); Desenvolvimento
da calogénesg); Divis6es periclinai® anticlinais (setaf); Apds 30 d da introducdo no meio de indu@dio
h, i); Diferenciacao de zonas pednbriogénicas+) e cilindro vascular sofrendo desorganiza@foApds 40

d da introdugdo no meio de indugao: Embrides som&(icksl), com formacéo de protoderr(ly Apods 20 d
da introducdo do material no meio de matura@ép n); Inicio de maturacéo, obserga assincronia da
maturacdo dos embridém); Embrido somético em desenvolvimerit); Embrido maduro com 30 @);
Observase pimordios foliares, domo apical, e endoder(pg. Abreviaturas: ca: calos; co: cértex; eb:
embrido; ep: epidermdf: primordio foliar, pe: periciclo; ph: compostos fendlicost: protoderme;sm:
meristemaapical; vc: cilindro vascular; vs: sistema vascuBarras: a, ¢, e, g, j, m500 um; b, d, f, h, i, k, I,
n, o, p: 100 pm
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PAS VERMELHO DE RUTENIO XP

o dia

30 dias

Fig. 3 Estudos histoquimicos da embriogénese somaticBudeoma grandifloruma partir de segmentos
radiculares. Secces longitudinéasigenciais submetidas ao acido periédico/reagente de SEWE (a, d,

0, j); vermelho de ruténi¢h, e, h, k)e XP(c, f, i, I) Reacéo positiva para grdos de amido e carboidratos totais

(a, d, g, j). Reacdo positiva para vermelho de ruténio evidenciando a presenca de pectina na parede celular
aos 0, 10, 20 e 36 no meio de inducdo de calos embriogéniffmse, h, k)Proteinas totais coradas de
vermelho(c, f, i, I). Barras: d —100 pum
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Fig. 4 Comparacdo das sequéncias de aminoacidos deduzidas dos contigs 1Ee @ataliflorumcom
homologos de SERK disponiveis no banco de dados. Os dominios estruturaigntbcados por retangulo
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Fig. 5 Inferéncia das relagBes filogenéticas entre homdlogos da proteina SERKasemas sequéncias
parciais deaminoacidos deduzidas. As sequéncias dos diferentes homélogos foraaxlad e foi gerada
uma matriz de distancia para construcdo do cladogramblgighborJoining. Os nimeros indicam valores
de Bootstrap, em porcentagem (1.000 repeticdes), sendo apresentados apesmsaciaia de 50%. Os
contigs deE. grandiflorumséo destacados em negrito, as letras e nimeros entre parigntiesen o codigo
de acesso no banco de dados do NOBBERK1, AtSERK2, AtSERK3, AtSERK4, AtSERKS5 e AtBAK1
(Arabidopsis thaliang CsBAK1 (Camelina sativg DcSERK aucus caroty GhSERK1 e GhSERKS3
(Gossypium hirsutumGMSERK1 e GmBAK1Glycine mayx MtSERK1 (Medicago truicatula); NbSERK3
(Nicotiana benthamiada RcSERK1 Rosa caning SISERK3 Solanum lycopersicunStSERK1 Solanum
tuberosuny TcSERK1 e TcBAK1 Theobroma cacgpVvSERK1, VVSERK2 e VVBAK1 Yitis vinifera).
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Fig. 6 Localizacdo dos transcritos do geBERKpor hibridizacaon situ de segmentos radiculares He
grandiflorum Explante no tempo @, b); Seccédo longitudinaangencial: cortex; periciclo e sistema vascular
(a); Seccao longitudinaiangencial: hibridizado com sonda asginso(b); Apés 10 d dantroducao no meio
de inducédd(c, d); DivisBes anticlinais e nicleos volumosos na regido do peri@gl®ivisdes anticlinais:
hibridizado com sonda ardenso(d); Apds 20 d no meio de inducde, f); Divisdes periclinais e anticlinais
(e); Divisdes periclinais e anticlinais: hibridizado com sondasanisq(f); Apés 30 d da introducdo no meio
de inducadg, h); Diferenciacdo de zonas pednbriogénicagg); Diferenciacdo de zonas pednbriogénicas:
hibridizado com sonda argensah); Apoés 40 d da introducéo no meio de induiaf); Embrides somaticos
(i); Embrides sométicos: hibridizado com sonda-setiso(j) ; Apés 30 d da introducdo do material no meio
de maturacadgk, 1); Embrido maduro com 30 &); Embri&o maduro com 30 d: hibridizado com spadti
sensql) Barras: a, b, ¢, d, e, f, g, h, i, ], ks LOO
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CAPITULO 3: PRODUGCAO DE MUDAS, CRESCIMENTO E
DESENVOLVIMENTO DE PLANTAS DE LISIANTHUS (Eustoma grandiflorum)
ORIUNDAS DE SEMENTES VERNALIZADAS.

RESUMO - A exposicao de cultivares @ grandifloruma temperaturas elevadas, durante

e apds a germinagdo das sementes pode levar a inducédo da formacdo da planta, em roseta
inibindo o florescimentodUma dagécnicaautilizadaspara evitar este disturbio fisiolégieo
exposicao das sementesmudas a determinados periodos de frio, fenébmeno denominado
vemalizacdo, permite crescimento e desenvolvimento normal das plantas, bem como
diferenciagdo da gema vegetativa em reprodutiva. Assim, este traballoonevebjetivo

avaliar a influéncia daxposi¢cdo das sementes hidratadas a diferentes periodos (12, 24, 36 e
48 d e temperaturas (5, 10 e 15 °C) de vernalizagdo no crescimento e desenvolvimento de
plantas ddrés cultivares de lisianthu&xcalibur White, Echo Lavender e Mariachi, F1
(Sakata 8ed)] e proporum sistema produtivo com tecnologia de producéo de mudas e de
cultivo de lisianthus para flor de corte. Ao longo do cultivo obseseoaomportamento
diferencial entre as cultivares utilizadas eatacdoao tratamento de vernalizaca0s
resultados observados das plantas oriundas de sementes vernalizadas a 15 °C foram
similaresaos resultados das plantas oriundas de sementes ndo vernalizadas para as trés
cultivares.Além dissg a porcentagem de plantas induzidas ao florescimento e o ciclo de
cultivo das plantas oriundas de sementes vernalizadas apresentaram menoess valor
meédios em relacdo a testemunha. Por outro lado, obsergsardiferencas significativas

nas caracteristicas fitotécnicas avaliadas que determinam o padrdo de comercializagdo de
lisianthus em funcéo dos tratament@onstatand@e quetodas as plantas produziram
hastes florais dentro dos padrdes exigidos pelo mereadoadrandge dentro da melhor
categoria de comercializacdo. De acordo com os resultados obtidogatesteot podee

concluir que a vernalizagdo de sementes de lisianthus cv. Mariachi, Echoibufxegbu

a maior eficiéncia na indugéo do florescimento e redugéo do ciclo de cultite. rBedo,
recomendase vernalizar as sementes a 5 °C durante 484 do cultivo, para producao de
mudas de lisianthus de alta qualidade.

Palavras-chave:vernalizagao de semente, floricultura, produgao de mudas de lisianthus.
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SEEDLING PRODUCTION, GROWTH AND DEVELOPMENT OF LY SIANTHUS
(Eustoma grandiflorum) PLANTS GROWN FROM VERNALIZED SEEDS.

ABSTRACT - High temperature exposure Bf grandiflorumcultivars during and after

seed germination can induce rosette formation in plants and inhibit bolting. Among the
techniques used to avoid this physiological disorder, oneeof ik the exposure of seeds

or seedlings to cold temperatures for certain periods of time. This treatnaanéd
vernalization, allows plants to grow and devehmpmally, permitting the differentiation of

the vegetative bud into a reproductive one. The aim of this study was to evaluate how
growth and development of three lisianthus cultivars can be influenced by hgdsaé&ds
during different periods of time (12, 24, 36 and 48 days) and exposing them to several
vernalization temperatures (5, 10 and 15 °C) in order to provide a productive system for
lisianthus seedling and cut flower production. Throughout the lisianthus lifecyiedeedt
behaviors were observed among the varieties in response to vernalization teatment
Longer hydrating periods andwer temperatures resulted in higher percergag®olting

plants as well as shorter lifecycles. However, the results observed inveeealized at 15

°C were the same as those of +vamnalized seeds ithe three lisianthus cultivars. Plants
grown fromvernalized seeds presented lower mean values for percentage of bolting plants
and lifecycle when compared to the control treatment. Significant differewees
observed between the treatments for plant parameters considered in theubsraatket.
However all plants produced flowers within the standards required by the lisianthus market,
and all treatments fit in the best category. According to the results obtained stuthys

we conclude that vernalization of lisianthus seeds (cultivars Mayiecho and Excalibur)

leads to greater bolting efficiency as well as a reductionin crops lifedgolesequently,

seed vernalization at 5 °C for 48 days before planting is recommended in order to obtain
high quality lisianthus seedlings.

Keywords: seed vernalition, floriculture, lisianthus seedling production.
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INTRODUCAO

Entendese a floricultura como atividade agricolagteducaaintensiva e de cunho
empresarial que trata da producdo e da comercializacdo de flores e plantas ornamentais.
Nesta linha de pensamento o agronegoécio da floricultura no Brasil ganha qualidade e
competitividade e o desempenho ndsintas décadatem sido bastante satisfatorio. As
estimativas publicadas pelbraflor (2013)indicam que a area envolvida na atividade de
plantas e flores ornamentais no Brasil, em 2013, foi de 13.800 ha, estisgapdm@ 0 ano
de 2014 um crescimento do setor na ordem de 8 a 10%.

O mercado dos produtos da floricultura estd segmentado em quatro grupos: bulbos,
mudas, flores e folhagens. T&ma ainda plantas vivas, em vasos ou de raiz, para fins
ornamentais. Em termos de producao de fldeesorte, destacarse as rosas, 0
crisanteno, a gérbera, a gipsofila e mais recentemente, o lisianthus vem ganhaindo m
atencao.

O lisianthus,Eustoma grandiflorumespécie ornamental originaria aidosul dos
Estados Unidos e norte do México, pertencente a familia Gentianaceae, foi idtratuz
Brasil no final da década d€80 tornandese muito popular como flate-corte e planta
envasada. Na natureza, no inverno, tem crescimento lento em forma de roseta; o
alongamento do ramo ocorre nanpavera e o florescimento no ver@idole e Wilkins
2005a) E uma espécie herbacea com caule ereto que, dependendo das técnicas culturais,
pode ser de ciclo anual ou bienal, sendo cultivada como planta anual, tolerante a geadas,
exigindo temperaturas amenas para seu bom desenvolvitherdozi e Moreira de Souza
2008).

Esta espécie apresenta ampla variabilidade genética com relagdo a muitas
caracteristicas importantes, agmaxa de crescimento, formato da folha, coloracdo das
flores morfologia da inflorescénciaensibilidade ao etilene ciclo de desenvolvimento
(Alves 2012) particularmente sensibilidade tamperatura eo fotoperiodoinibindo ou
induzindo o florescimento. Assim, em funcdo do comportamento varietaélagioao
fotoperiodo,as cultivares deé. grandiflorumforam classificadas como plantas de dia
neutro e de dia longo facultativads dantas de dia neutro sdo aquelas que $&®

respondentea duragdo do dia (Salisbury e Ross 1992). Por outro lado, o florescimento das
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plantas de dia longo facultativas € diretamente infliselo pela temperatura e fotoperiodo
(Harbaugh 2007).

A exposicéo de cultivares d& grandifloruma temperaturas elevadas, duraate
apos a germinacao das sementes pode levar a inducdo da formacdo da planta em rosets
inibindo o florescimento. O crescimento em forma de roseta € um disturbio fislqge
inibe 0 alongamento dos entrends, com folhas crescendo radialmente muitoagrérire
si. Isso resulta em um agregado compacto ou rosetas de folhas, caracterizashtupata r
do crescimento internodal, ndo ocorrendo emissdo da thaste(Taiz e Zeiger 2013
comprometendo a producdo comercial do lisianthus.

Para evitar o rosetamento é necessario fornecer temperaturas médias de 23/18°C
dia/noite, respectivamente, até a formacgédo do segundo ou terceiro par de folhas uma vez
gue apoés esse estadio a sensibilidade da plantula diminui (Roh et al 1989; Harbaugh e Roh
1992) Outra técnica paravitar este disturbio fisiologico € a exposicdo das sementes ou
mudas a determinados periodos de frio, fendbmeno denominado vernalizagdo, permitindo o
crescimento e desenvolvimento normal das plantas, bem como diferenciacdo da gema
vegetativa em produtiva.

A vernalizacdo € o processo pelo qual o florescimento é promovido por um
tratamento de frio dado a uma semente completamente hidratada (embebida em agua) ou a
uma planta em crescimento. Sem o tratamento de frio, as plantas que exigem ag&onaliz
retardam o florescimento ou permanecem no estadio vegetativo, crescendo em forma de
roseta. Em geral as espécies diferem grandemente quanto a idade na qual se tornam
sensiveis a vernalizacdo. Assim por exemplo, as anuais de inverno, sdo resp@ndentes
baixas temperaturas macio dociclo de vida(Taiz e Zeiger 2004).

No cultivo deE. grandiflorumeste disturbio fisiologico € limitante para inducéo da
planta ao florescimento, principalmente nas épocas mais quentes do ano. Mudas com mais
de seis parede folhas e com cseimento anormal (baixo porte e/entrenés curtos) sao
consideradas rosetadas e devem ser descartadas. Plantas rosetadas podem retornar a
crescimento normal apos serem vernalizadas durante um periodo deter(Riolads al
1989; Harbaugh e Roh 1992).

A emissdo da haste floral e alongamento do caule Eengrandiflorum sao
governados pela rota das giberelinas (GAs) (Hisamatsu et al 1999; Oka et al 2001,

136



Hisamatsu et al 2004)Estudos realizados erustoma grandiflorume Arabidopsis

thaliana sugerem que os sinais que regulam a expressdo dos genes das GAs estdo sob
controle da temperatura, uma vez que, ap0s a vernalizacdo de plantas rosetadas
desencadeiae a biossinteses de GA3ka et al 2001xulminando com o florescimem

No entanto, a transicao floral em lisianthus € regulada pela interacdo da vernalizacdo e o

fotoperiodo, que também é governada pela rota das GAs (Nakano et al 2011).

As GAs estao envolvidas no alongamento do caule, germinacgéo, incluindo a quebra
de doméncia e a mobilizacdo das reservas do endospRmuesenvolvimentoeprodutivo
as GAs podem afetar a transicdo do estado juvenil para o maduro, bem como a inducdo da
floracdo(Taiz e Zeiger 2013)A aplicacdo de giberelinas nas plantas € feita com@ment
para promover o alongamento da haste, assim como para induzir a floracdo. Assim, 0 uso
de GAs em plantas que assumem a forma de roseta resulta em alongamento do caule,
processo naturalmente regulado pela GA endo@izole e Wilkins 2005b).

Trabalhos soler vernalizacdo de sementes foram propostos para diferentes
cultivares de lisianthudkageyama et al., 199@ergola et al., 1992; Tanigawa et al., 2002)
assim como sobre vernalizacdo de mudas de lisiar{tbokawa et al 1991; Harbaugh e
Roh 1992; Pergola 1992; Ohkawa et al 1993; Ohkawa et al 1994; HarbaughEI385as
vantagens encontradgsara avernalizacdo de lisianthus tese aumento da taxa de
germinagao das sementes, maior porcentagem de plantas induzidas ao #otesomdas
mais uniformes ale alta qualidade, o que vai refletir em aumento de produtividade de
plantas mais valorizadas pelo mercadesultandgportanto,em maior retorno econdémico
para o produtor.

Na producdo comercial de mudas de lisianthus usiezaa vernalizacdo das
sementesou das plantulas com a finalidade de evitar o rosetamento (Sakata 2012)
possibilitando o alongamento do caule e florescimento da planta apds o transplantio das
mudas. Devido a alta diversidade genética do lisianthus ndo se conhece a ciéncia certa a
faixa efetiva de temperatura para vernalizagdo das sementes, sugerietmtre 1 °C
(congelamento) e 10 °C. A vernalizacdo requer varias semanas de exposicdo a baixas
temperaturas as quais variam amplamente com a espécie e com a (&liftiverr al 2009)
indicando a necessidade de pesquisas, a fim de se estabelecer o manejo mais adaquado pa
E. grandiflorum o qual é determinante na producéo e qualidade final das flores.

137



Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia da exposicdo das
sementes hidratadas a diferentes periodos e temperaturas de vernalizacaonmentoesci
desenvolvimento de plantas de trés cultivares de lisiantlemscomo disponibilizar um
sistema produtivo com tecnologia de producéo de mudas e de cultivo de lisianthug para flo

de corte.
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MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no delineamento em blocos casualizados em
esquema fatorial 3 x 4 + 1 tratamento adicional, para trés cultivares: Excaliliar Bémo
Lavender e Mariachi, F1 (Sakata S®edA escolha dasultivares foi feitapela alta
aceitacdo do mercadoemcomo pelo fato de as mesmas apresentarem diferentes niveis de
sensibilidade ao rosetamento. As sementes foram expostas a trés tempelaturas
vernalizagdo (5, 10 e 15 °C) por quatro periodos (123&@4 48 dcomtrés repeticoes
trés plantas por unidade experimen@ltratamento adicional foi constituido de sementes
nao expostas as temperaturas de vernalizagcao, para cada variedade.

As sementes foram semeadas eubstrato comercial Biopldhtem bandejas
plasticas con288 células (célula de 18 mL: 2 x 2 x 4,5 cm) colocasgloma semente em
cach célula, a qual foi preenchida. Feita a semeadura as mesmas foram umedecidas e
cobertas com sacos plasticos para manter a umidade elevada e cobertgsetainmaio
para evitar a exposi¢do a luminosidade. Logo apds, as bandejas foram colocad2Bsas B
de acordo com as temperaturas e periodos de vernalizacao estabelecidos. ApGs a exposi¢ac
ao frio, as sementes foram cobertas com plastmioeada paragerminar em BODs a 25
°C. Em seguida, foram levadas paralisnatizacdo e formacdo das mudas sob camara de
crescimento, coberta com plastico e sombrite com restricdo de 50 %. Nesta etapa, a
irrigacdo foi feita com microaspersores através de sistema aizadoataplicandese
irrigacéo por 2 seg a cada-36 min de acordo com a necessidade.

Para a fertilizacdo foi aplicado fertilizante comercial (Peters Profes$ional
contendo N 20 %; #s 20 %; KO 20 %; Mg 0,05 %; B 0,0068 %; Cu 0,0036 %; Fe
0,05%; Mn 0,025 %; Mo 0,0009 % e Zn 0,0025 %. A aplicacdo foi realizada apos a
emergéncia dos cotilédones, com doses de 0,125 guas vezes por semana.

O transplantio das mudas para vasos de 10 L, foi realizado quando estas
apresentaram de quatro a cinco patedolhas. Os vasos foram preenchidos com 9 L da
mistura constituida por substrato comercial, areia e casca de arroz carboniada,
proporcaéo 6:2:3 respectivamente. Nesse momento adicimadlig [* de fertilizante (10
10-10) sendo transplantadas 3 pémivaso. A aplicacdo de defensivos foi realizada de
acordo anecessidade. A feriirigacdo das plantas foi feita semanalmente com fertilizante

B&G Flores Violeta contendo N 6,147 %;M 4,121 %; KO 8,162 %; Ca 2,559 %; Mg
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0,579 %; S 1,836 %; Cl 3,108 %; Mo 0,003 %; B 0,052 %; Fe 0,217 %; Zn 0,138 %; Cu
0,040 %; Mn 0,099 %; Ni 0,010 % e Na 0,116 @ptouse pelo uso deste fertilizante
devido a semelhanca entre o conteudo de nutrientes de violeta e lisianthus.

O experimento foi conduzido no periodo de dezembro/2013 a junho/a0ra3iel
todo o experimento os dados meteorolégicos diarios de temperatura maxima e minima
foram registrados em Datalog instalado no centro dadmgagetacao, a 1,5 m de altura.

O fotoperiodo foi calculado pela equacdo de Cooper (1969).

As avaliacdes realizadas foram: plantas induzidas ao florescimento (%), eiclo d
cultivo, em dias, expresso pelo periodo compreendido entre o plantio das mudas e o ponto
de colheita, comprimento da haste; em cm, medida 2 cm acima da super8uoiesttato
ao ponto mais alto da haste; diametro da base da haste, em mm, medido 2 cm acima da
superficie do substrato; massa fresca e seca total/haste em g. As massas fresca e seca d
cada parte da planta foram determinadas separadamente; area fdl)jaméctida com
“Area Meter”, modelo LiCor 3100 (LICOR Biosciences, Inc Lincoln, Nebraska)mero
de flores abertas/haste e numero de folhas/haste. Para determinacdo da massa seca, a
partes, em separado, foram colocadas em sacos de papel, acondicionestagaea 60 °C
por 96 h e apos este periodo, pesadas em balanca de preciséo.

Todas as variaveis foram submetidas a analise de varianciandoquanstatada a
significancia, a médias foram comparadas utilizars#o o teste de Tukey a 5 % de
significanca. A comparacao com o tratamento adicional (testemunha) foi feita pelo teste
Dunnett a 5 %. As andlises estatistiftaam realizadas utilizandee o softwareR verséo
3.0.3(R Core Team 2014)om auxilio do pacote ExpDes versao 1(E@rreira et al 2013)

e do pacote EasyanoyaArnhold 2014) Os graficos foram plotados no software Sigma
Plot® (versao 11.0).
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RESULTADOS

Caracterizacdo do ambiente de cultivo

A representacdo grafica das temperaturas ao longo do cultivo de lisianthua, most
que durante éase de formacao da plantula a temperatura média diurna foi de 24,2 °C e a
noturna de 21,3 °C. A temperatura diurna maxima registrada neste periodo foi de 27,8 °C e
noturna de 24,3 °C (Fig. 1a). Por outro lado, a UR média registrada na fase de fommacéo d
muda foi de 87,3 % (Fig. 1b). O fotoperiodo durante esta fase de formacédo da plantula
oscilou entre 12,85 - 12,16 h{fEig. 1c).

Na fase reprodutiva a temperatura média diurna foi de 19,8 °C e noturna de 15,9 °C
(Fig. 2a). O valor médio da UR durante o ciclo de cultivo foi de 81,1 % (Fig. 2b). Por sua
vez, o fotoperiodo maximo nesta faee de 12,22 h/d no més de marco, sendo que o
minimo foi de 10,73 h/d no més de jur(R@y. 2c).

Efeitos da vernalizacdo de sementes nas caracteristicas de crescimento e
desenvolvimento de plantas de lisianthusv. Mariachi

Para a cultivar Mariachi foi observada diferenca significativa entre os tratemresiat
testemunha para porcentagem de plantas induzidas ao florescimento, ciclo de cultivo,
didametro da haste, massas fresca e seca total da haste, area foliar e numero de flores
abertas/haste (Tabela 1).

Para a porcentagem de plantas induzidas ao florescimento, as plantas oriundas de
sementes vernalizadas geraram maiores valores meédios com diferencaasigmiém
relai@o a testemunha (66,7 %), com excec¢do das plantas oriundas de sementeadasnali
durante 120 a 10 ou 15 °C e 48 d a 15 °C (77,8; 77,8 e 66,7 %; respectivamente) cujos
valores médios ndo apresentaram diferenca significativa em relacdo aos oksaasdo
plantas provenientes de sementes nao submetidas ao frio.

O ciclo de cultivo das plantas oriundas de sementes nao vernalizadas foi dd,190,7
sendo este valor estatisticamente maior em comparacdo com todos os tratamentos d
vernalizacdo de sementes utilizagdaujo ciclo médio foi de 154 d.

Por outro lado, as hastes florais oriundas de sementes ndo vernalizadas geraram em
média 91,6 g de massa fresca por haste, diferindo estatisticamente dos valiweseabt
relacdods sementes vernalizadpsr 24 ou 48d a 5 °C, assim comaoaduelas vernalizadas
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durante 48 d a 10 °C ou 24 d a 15 °C. Por outro lado, o valor médio de massa seca total da
haste da testemunha foi de 14,2 g, sendo maior que os valores observados nos tratamentos
de vernalizacdo, porém sem diferenca significativa da massa seca total das hastes
provenientes de sementes vernalizados durante 12, 24 ou 36 da5ou 10°Ce 120u36da
15 °C.

A érea foliar das plantas provenientes de sementes ndo vernalizadas mostrou mai
valor médio em relacdo as das vernalizadas, sem ser estatisticamente diferenti®lilar area
das plantas oriundas de sementes vernalizadas durante 12 d a 5 ou 15 °C.

Foram observadas diferencas significativas para os valores médios de déntretas
plantas obtidas de sementes nao vernalizadas (0,59 cm) e vernalizadas. Abgim, tam
namero de flores abertas/haste foi superior quando as sementes nao foram dasnaliza
(16,3), porém somente com diferenca significativa com as plantas oriundas ageseme
vernalizadas duranté84l a 10 °C (8,94).

Constatouse 0 efeito da temperatura e do periodo de vernalizagdo na porcentagem
de plantas induzidas ao florescimento. Maior porcentagem de plantas induzidas (97,2 %)
foi observada nas sementes vernalizadas a 5 °C, sem apresentar diferenca sanificati
daquelas vernalizadas a 10 °C (91,7 %). Por outro lado, as sementes que permaneceram
durante 24d sob vernalizagdo, independentemente da temperatura, induziram maior
porcentagem de plantas ao florescimento, ndo diferindo estatisticamente adéess pl
oriundas de sementes que permaneceram por 36 osotBwernalizacéo (Tabela 2a).

Os ciclos de cultivo observados nas plantas oriundas de sementes vernalizadas
durante 24; 36 ou 48 foram de 151,48; 152,8 ou 150¢5 respectivamente, ndo se
observando diferencas significativas; porém as plantas provenientes de esement
vernalizadas por 1a apresentaram ciclo médio de cultivo de 16 8diferindo
estatisticamente das plastariundas de sementes submetidas aos outros periodos de frio
(Tabela 2b).

Para massa seca obsengaudiferencas significativas entre os valores obtidos nos
periodos de vernalizacdo independentemente da temperatura utilizada, sends que
sementes que peaneceram 12 sob frio originaram maior valor médio de massaa
total da planta (12,44 g) sese observar diferenca significativa em relacdo a massa seca
das hastes das plantas procedentes de sementes vernalizadas(pabat 2c).
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N&o louve difeenca significativa para area foliar e niumero de flores abertas/haste
em funcdo dos periodos de vernalizacdo utilizadoge as sementeqjue foram
vernalizadas durant@, 24 ou 36 d As smentes vernalizadas durante IR
independentemente da temperatura utilizada, originaram plantas cujos wadolies de
area foliar (727,1 cf e nimero de flores abesthaste (13,9)Takelas 2d e 2e,
respectivamente).

Os periodos de vernalizagdo aplicados afetaram o didmetro das basttatando
se gue os valores meédios do diametro das hastes das plantas oriundas de sementes
vernalizadas durante 12, 24 e 86de 5,3; 4,8 e 4,9 mm, semelhantes entre fuiperiores
ao diametro das hastes de plantas oriundas de sementes vernglza¢®sl de 4,7 mm
(Tabela 2f).

Realizousea classificacdo das plantas de acordo ao ciclo de cultivo estabelecendo
se trés categorias: < 160160180 de >190d. De acordo com a figura 3, constagmique
a vernalizacdo das sementes a 5 °C, 10 °Gd€C1llevou a reducédo do ciclo de cultivo das
plantas, obtendee mais de 75 % de hastes colhidas em ciclo igual ou inferior@d t6M
excecdo das sementes vernalizadas durandealfD °C (33,33 %) ou durante 12 oudsé
15 °C (14,2; 50 %, respectivamente). Por outro lado, o ciclo de cultivo das plantas oriundas

de sementes né&o vernalizadas foiesiqr a 190 d em mais de 75 % das plantas.

Efeitos da vernalizacdo de sementes nas caracteristicas de crescimento e
desenvolvimentode plantas de lisianthuscv. Echo

Os tratamentos de fridg4 da 5 °C; 48d a 5 °Cou 48 da 10 °Caplicados as
sementes de lisianthus cv. Echo, proporcionaram 100% de plantas induzidas ao
florescimento, porém ndo mostraram difgza significativa em relacés plantas oriundas
de sementes nao vernalizadas (88,9 %). Assim taraBéamentes vernalizadas por 36 d
5°C ou 36 d 10 °C geraram 88,9% de plantas induzidas ao florescimento. Por outro lado,
os tratamentos 24 d15 °C ou 36 d 15 °C possibilitaram 33,3 e 22,2 % de plantas
induzidas ao florescimento, respectivamente, dgerestatisticamente diferentes da
testemunha (Tabela 3).

Sementes vernalizadas a 10 °C por um periodo de 12, 24, 36dypdssibilitaram
77,8; 55,6; 88,9 ou 100 % de plantas indasiao florescimento, sem se obsevar diferenca

significativa entre as médias obtidas eetacdo asplantas provenientes de sementes
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submetidas a 12, 36 ou 48 d de frio. Por outro lado, plantas de sementes vernalizadas a 5 °C
nao apresentaram diferenca #igativa entre os valores obtidos para os diferentes
periodos de vernalizacéo (Tabela 4a).

O ciclo de cultivo das plantas de sementes vernalizadas a 5 °C (171,3 d) foi mais
curto quando comparado com os ciclos de cultivo das plantas oriundas de sementes
vernalizadas a 10 ou 15°C (181 e 18&,6espectivamentepdo se observandtiferenca
significativaem relacdo as das sementes vernalizadd8 °C. Por outro ladopenor ciclo
de cultivo observado entre os periodos testadufependentemente da tempara
utilizada ocorreu nas plantas oriundas de sementes vernalizadas durante 48 d a (172,8 d),
nao diferindo estatisticamente das plantas de sementes vernalizadas por 24 babéta
4b).

Foram observados valores médios de 52,3 e 49,7 cm para comprimento de haste nas
plantas procedentes das sementes vernalizadas a 5 e 10 °C, respectivamente, sem Se
observar diferenca significativa entre esses valores, independentperiodo de
vernalizacéo utilizad¢Tabela 4c).

Realizouse uma classificacdo das plantas de acordo coaiclo de cultivo
estabelecendse trés categorias: < 160 160180 de >190d. Observotse que sementes
vernalizadas a 5 °C durante 24; 36 oud4@ossibilitaram 50; 42,8 ou 37,5 % de plantas
coletadas com ciclo < 16@. Esse comportamento também foi observado nas plantas
oriundas de sementes vernalizadas a 10 °C durantde M8 entanto, apenas 14,1 % das
hastes foram coletadas com ciclo < 1é6Gm plantas provenientes de sementes néo

vernalizadagFig. 4).

Efeitos da vernalizacdo de sementes nas caracteristicas de crescimento e
desenvolvimento de plantas de lisianthusv. Excalibur

Houve diferencas significativas entre as plantas oriundas de sementes adasadiz
nao vernalizadas para o ciclo e massa fresca total da haste (Tabela 5).-Gbsprwao
ciclo de cultivo das plantas diminuiu com a vemegjdo das sementes em relacgtaatas
provenientes de sementes néwnalizadas quando se aplicaras tratamentos36 d- 5
°C;48d-5°C;12d-10°C;12d-15°Cou 24 d- 15 °C.

Plantas de sem&s vernalizadas durante 12 d e 10 °C mostrarenor valor

médio de massa fresca total da haste (53 g) valor estatisticamente diferentacém ael
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testemunha (88,6 g). Para os outros tratamenfas foram observadas diferencas
significativas em relacdo a testemunha.

N&o foram observadas diferengcas significativas para todas as caracteristicas
avaliadas em funcédo das diferentes temperaturas e periodos de vernalizagibsutiliz
Embora, sem difereagsignificativa observase que as sementes submetidas a 5 ou 10 °C
proporcionaram 100 % de florescimento, enquanto para as sementes nao vernatezadas es
valor foi de 88,9 %.

Realizouse uma classificacdo das plantas de acordo ao ciclo de cultivo
estabelecendse trés categorias: < 160 d; 1880 d e >190 dObservouse que 75 % de
plantas de lisianthus cv. Excalibur oriundas de sementes vernalizadas-a48 Woram
colhidas com ciclo abaixo ou igual a 160Assim, tambéma vernalizacdo a 10 ou 26
aumentou a porcentagem de plantas coletadas antes d# &80 comparacdo com as
plantas oriundas de sementes ndo vernalizadas. Sementes sem vernalizacdanoriginar

maior porcentagem (62,5 %) de plantas com ciclo de cultivo > 1°@Q.db).
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DISCUSSAO

Caracterizacdo do ambiente de cultivo

A temperatura durante todo experimento oscilou bastantenicialmente as
temperaturas registradas nao foram as mais adequadas para formacdo das plantulas de
lisianthus, contudo ao longo do cultivo houveiduicdo da temperatura. O crescimento
em roseta da maioria de cultivares de lisianthus é induzido quando as plantulas se
desenvolvem num ambiente com temperaturas > 25 - 28 °C(Ohkawa et al 1991; Harbaugh
e Roh 1992; Pergola 1992; Ohkawa et al 1993; Ohkawa et al 1994; Harbaugh 1995)
Porém, varios relatos indicam que temperaturas > 21 °C durante o cultivo de lisianthus
reduzem a qualidade das hastes flofd@rbaugh e Roh 1992pole & Wilkins (200%),
relatam que temperaturas noturnas acima de 21 f&eale formacao da muda impedem a
inducdo ao florescimento e as plantas podem permanecer vegetativas e se desenvolvem em
roseta.

O estabelecimento do experimento nessa época do ano foi realizado visando
proporcionar condi¢cdes de temperaturas elevad@esdequadas para a producdo de mudas
de lisianthus, com o objetivo de avaliar o comportamento varietal em resposta aos
tratamentos de vernalizagao utilizados nas sementes. Por outro lado, as condi¢cdes de

fotoperiodo (DL) e UR (alta) foram adequadas pdmraacao das plantulas de lisianthus.

AvaliacOes fitotécnicas no ponto de colheita

Ao longo do cultivo de lisianthus das cvs. Mariachi, Echo e Excalibur obssevou
comportamento diferencial das mesmasrelacaocao tratamento de vernalizacao utilizado,
assim como das condi¢cdes ambientais na fase de producdo de mudas. De acordo com a
sensibilidade as altas temperaturas as cultivares de lisianthus podemssicaclas em
sensiveis, pouco sensiveis e tolerargpsesentando crescimento em forma de roseta; semi
roseta ou normais, respectivame(felkuda et al., 1994Harbaugh eScott, 1999) As
cultivares Mariachi e Echo pertencem ao grupo | (ciclo precoce) e Il (ciclo ed#o
sensiveis ao rosetamento; noagmnd a cultiva Excaliburtambém pertence ao grupo II,
tem baixa sensibilidade ao rosetamég@akata 2010).

No presente experimento foi observado que quanto menor for a temperatura e maior

o0 tempo de duracdo da vernalizacdo das sementes maior a porcentagem de plantas
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induzidas ao florescimento, comportameotmstatadgara todas as cultivares estudadas.

No entanto, a resposta foi mais evidente na cultivar Mariachi, jA que asratumas
elevadas na fase de formacdo das mudas causaram diminuicdo deapticeentagem de
inducéo ao florescimento das plantas oriundas de sementes ndo vernalizadas. A inducao ao
florescimento € fator limitante na producado de flores de corte em lisianthus, sendo que a
principais consequéncias do crescimento em roseta ouédoiandas plantulas sdo a
reducdona producao, aumento do ciclo de cultivo, falta de uniformidade na colheita,
reducdo da qualidade das hastes florais, além das plantas ficarem mais suseéeptiveis
doencagAmasino, 2005; Kobori, 2012).

Kageyama et al(1990) relataram que a porcentagem de plantas induzidas ao
florescimento aumentou apds a vernalizacdo de sementes hidratadgagrdadiflorum
Por sua vez, o tempo de duracdo, assim como a temperatura de vernalizacaectd® asp
importantes que precisaser considerados na hora de se fornecer baixas temperaturas.
Assim, apos trabalhos realizados com lisianthus obseswogue existe uma correlacédo
positiva entre a duracdo do tempo de vernalizacdo e a taxa de plantulas induzidas ao
florescimentqOka et £2001)

Por sua vez, Tanigawa et al. (20@8judaram o efeito da vernalizacdo de sementes
embebidas das cvs. Asukanoasa e Asukanosakura de lisianthus a 11 °C durante 0O, 1, 3 ou 5
semanas. Os pesquisadores observaram aumento da taxa de germinacdo e da taxa de
inducéo ao florescimento com o aumento do tempo de vernalizacdo para as duass;ultivar
assim como diminuicdo do tempo para emissao da haste floral em comparacdo com as
plantas oriundas de sementes ndo vernaliz&amportamentaimilar foi observao apos
a vernalizagdo de mudas de diferentes cultivares de lisianthus (Pergola 1e®2a@hal
1994; Tanigawa et al 20Q1pPortanto, a vernalizagcdo se torna mais eficiente com a
exposicao prolongada a baixas temperaturas, da mesma forma que acomateeza
num inverno tipico (Amasino 2005).

Outrg das caracteristicas avaliadas mais afstddeo ciclo de cultivo, sendo mais
marcante nas cvs. Mariachi e Excalibwonstatandse reducdode 40 e 30d,
respectivamente, do ciclo de cultivo das plantas oriundas de sementes vernal&zddas

durante 48 d quando comparadas com as plantas oriundas de sementes nao vernalizadas. D
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mesma formaPergola (1992)concluiu quequanto maior tempo de vernalizacdob
temperaturanenor, o tempo para a inducaadlbe colheita.

Na producao comercial de flores de corte teg@ade suma importancia para os
produtores reduzir o ciclo de cultivo e uniformizar a colheita. Estudos realizados com
diferentes espécies tém demostrado que a vernalizacdo pode ser uma estratégiaipara ating
esses objetivos, assim como mostram experimentos sobre vernalizacdo desespéci
ornamentais comd.obelia x speciosg§Runkle et al 1999)Brunonia australis (Cave e
Johnston 2010)Rhodanthe FloribundéHa e Johnston 2013)ilium longiflorum(Hamo et
al 2015), entre outros.

No presente>gerimento ficaevidente que a vernalizacdo levou a uniformizagéo
reducaado ciclo de cultivo e que a vernalizacao das sementes a 15 °C foi menos efetiva em
relacdo as outras temperaturas utilizadas para as trés egltestudadas. Sabe que a
temperatura efetiva e o tempo de exposicdo ao frio necessarios para atingir o eestado d
vernalizagdo varia entre as espécies e as cultifidmeset al 2009). Em lisianthus estudos
indicam que a vernalizagéo efetiva varia eBtrel5 °C. Assim, sementes vernalizadas a 3
ou 10 °C det. grandiflorumcv. Fukushihai ndo mostraram diferenca significativa na taxa
de inducdo ao florescimento (Ohkawa et al 1998 mesma forma, a vernalizacdo de
sementes hidratadas de lisianthus & 20 °C aumentou a taxa de germinagdo e a
porcentagem de plantas induzidas ao florescimento notavel(Xertteng et al 2011). Por
outro lado, plantulas em estadio de dorméncia, foram induzidas ao florescimento apos
serem vernalizadas por 4 semanas a 18f&awa et al 1994).

No presente experimento plantas de sementes n&do vernalizadas atingiram o ponto de
colheita, embora sob condicdes ambientais adversas como temperatura elevada na fase de
formacdo da muda. Porémestas plantas, observea menor porcentagem de indugcéao ao
florescimento e maior duracdo do ciclo para todas as cultivares estudadas. dasfat
plantas oriundas de sementes nédo vernalizadas terem completado o ciclo de cultivo pode
estar relacionado com os dias longos e altas temperaturas na fase reprodutigatass pl
uma vez que a inducao ao florescimentokergrandiflorumesta governado pelas rotas das
GAs e do fotoperiodo, sendo que, a expressdo e transcricdo dos genes promotores ao
florescimento emlisianthus: Eustoma grandiflorum SOGike (EgSOCL1l) e FT-like
(EgFTL) é ativaé sob condi¢Bes de dias quentes e longos (Nakano et al 2011).
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Assim, estudos indicam que o crescimento e florescimento de plantas dausiant
podem ser alcancados através manipulacdo do fotoperiode/ou da temperatura
(Harbaugh 1995). Por sua veZaccai eEdri (2002) concluiram que a aplicacdo da
vernalizacdo e de dias longos tém efeito aditivo e, em alguns casos, esses trmtament
podem ser substituidos um pelo outroenbibse resultados semelhantes, comportamento
gue também foi observado no presente experimento, ficando patente, no entanto que a
vernalizagdo das sementes aprimorou os resultados.

Além dos beneficios citados anteriormente a vernalizacdo pode afetaratanto
quantidade quanto a qualidade das flores/inflorescéncia (Ha 2014). Contudo, nenhum dos
tratamentos de vernalizagdo das sementes de lisianthus no presente experimarttmuaum
a qualidade das hastes em relacdo a das hastes oriundas de sementes ndo veRwlizadas
sua vez,as sementes sem vernalizacdo da cultivar Marigeraram plantas com maior
numero de flores abertas, diametro da haste, area foliar e massa fresca em comparacéo com
as plantas oriundas de sementes vernalizadas, independente da temperatuea HSliead
comportamento estd&lacionado com maior tempte permanéncia no campo das plantas
oriundas de sementes néao vernalizadas, ou seja, maior tempo de cultivo, consequentemente,
as plantas continuam fazendo fotossintesgque favorece a sintese de fotoassimilados,
levando a maior translocacdo dos mesmaoa as partes de interesse comercial das plantas.

Embora tenha havidodiferencas significativas nas caracteristicas fitotécnicas
avaliadas que determinam o padrdo de comercializacdo de lisianthus em funcdo dos
tratamentos, todas as plantas produziram hastes florais dentro dos padrdes eXmidos pe
mercado para lisianthus, enquadrasdodentro da melhor categoria de comercializacéo.
Segundo o critério de classificagdo de lisianthus pela Cooperativa Veilingnibtala
(http://www.ibraflor.com/publicacoes/vw.php?cod=)68ntre as exigéncias adotadasopel
padrédo deyualidade de lisianthus tesecomprimentaninimoda haste de 40 cm, didametro da
haste de no min 4 mm, peso fresco/haste preferivelmente em torno de 62,5 gjusendo
estadefinido que o maco de lamthus de corte deverd apresentar pelo m@rastes por
maco atingindo o peso de 500 g

Observouse diferencas significativapara area foliar apenas para a cv. Maricahi;
enquantondo houve diferencas significativas para o numero de folhas para nedasma
cultivares estudadas. Resultados contraditériossse respeito foram observados na
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literatura. AssimOhkawa et al. (1993), verificaram que o numero de folhas foi inferior em
plantas de lisianthus oriundas de sementes vernalizadas quando comparagéentas
provenientes de sementes nao vernalizadas. No entanto, Hisamatsu et al. (1999aobservar
que plantas rosetadas e plantas com crescimento norrgalgilandiflorumapresentaram
mesmo desenvolvimento foliar. Diante disto, os autores concluiram @uéora a
concentracdo de GAs seja menor nas plantas rosetadas esta foi suficiantempar
expansao foliar normal.

Diante dos resultados observados comstuique a vernalizagdo a 5 e 10 °C de
sementes deustoma grandiflorunav. Mariachi, Echo e Excalibur levou a maior eficiéncia
na inducdo do florescimento e reducéo do ciclo de cultivo. J& os resultados obtidos com a
vernalizagdo das sementes a 15 °C n&o mostraram diferengas significativas aos das
sementes ndo vernalizadas para as trés cultivares. iDedte recomendae vernalizar as
sementes por 24 d a 5 °C para as cultivares Mariachi e Echo e para a cultivar Excalibur
recomendase a vernalizacdo das sementes por 36 d a 5 °C para a producdao de mudas de
lisianthus de alta qualidade com a finalidade elpcéo de plantas de flor de corte.
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TABELAS E LEGENDAS

Tabela 1. Porcentagem de plantas induzidas ao florescimento (IF) (%), ciclo de cultivo
(CC) (dias), massa fresca/haste (MFT) (g), massa seca/haste (MST)(qg),liare@AK)

(cn?), diametro da haste (DH) (cm) e nimero de flores abertas (NFA) em funcdo do
periodo eda temperatura de vernalizacdo utilizados para sementesgtandiflorumcv.
Mariachi.

Tratamento:  IF CC MFT MST AF DH NFA
Testemunh: 66,7 190,7 91,6 14,2 992,2 059 16,3
12d 5°C 88,9 154,3* 744° 13,5° 691 0,51° 13,6°
24d 5°C 100* 151* 58,8° 9,7° 532,1* 0,46* 114°
36d 5°C 100* 147,12 624° 99° 5618~ 0,49° 9.31°
48d 5°C 100*  149,6* 58,9* 9,6* 573,7* 0,47 10,9°
12d 10°c  77,8° 167,5* 69,9° 11,9° 680,3* 0,54° 135°
24d 10°C  100* 153* 66,9° 104° 678,7¢+ 0,50° 12,6°
36d 10°C 88,9+ 152,8* 60,5° 9,7° 579,3* 0,48* 12,9°
48d 10°C  100*  150,2* 55,85* 8,5* 519,1* 0,46* 8,9*
12d 15°c = 77,8° 163,6* 73,1 11,9° 809,9° 0,53° 14,8°
24d 15°C ~ 100*  150,4* 57,1* 8,9* 559,5* 0,49* 10,6°
36d 15°C 88,9 158,4* 67,5° 109° 664,4* 0,50° 11,2°
48d 15°C  66,7° 151,7* 61,9° 9.3* 571,9* 0,48 9,2°

Médias seguidas de asterisco na coluna diferem do controle com base no testeetie &univel de 5 % (*)
de probabilidade.
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Tabela 2. Porcentagem de plantas induzidas ao florescimento (a); ciclo de cultivo (dias)
(b); massa seca da haste (g) (c); area foliaf)(¢u); flores abertas/hastes (e); diametro da
haste (mm) (f) em funcdo do periodo e da temperatura de vernalizacdo utipaados
sementes dE. grandiflorumcv. Mariachi

@) (b)
Temperatura Periodo Periodo
5°C 97,2 a 12d 815b 12d 161,8 a
10°C 91,7ab 24d 100 a 24d 151,5b
15°C 83,3b 36d 92,6 ab 36d 152,8 b
48d 88,9ab 48d 150,5b
Testemunha 66,7: Testemunha 190,7:
(©) (d)
Periodo Periodo
12d 12,4 a 12d 727,1 a
24d 9,7b 24 d 590,1 ab
36d 10,2 ab 36d 601,8 ab
48 d 9,1b 48 d 5549 Db
Testemunha 14,2° Testemunha 992,2**
(e) ®
Periodo Periodo
12d 139a 12d 0,53 a
24 d 11,5ab 24d 0,48 ab
36d 11,2 ab 36d 0,49 ab
48 d 9,7b 48 d 0,47 b
Testemunha 16,3** Testemunha 0,59**

Médias seguidas pelas mesmas letras minlsculas na vertical ndo difeeesn pelb teste de Tukey a 5 % de

probabilidade.
Média da testemunha seguidas de asterisco diferem dos tratamentos pele fagtey a 1 % (**) ou 5 %

(*) de probabilidade.
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Tabela 3.Porcentagem de plantas induzidas ao florescimento (IF) em func¢éo do periodo e
da temperatura de vernalizacdo utilizados para semenkegydendiflorumcv. Echo.

Tratamentos IF

Testemunha 88,9
12d-5°C 77,8™
24d-5°C 100™
36d-5°C 88,9™
48d-5°C 100™
12d-10°C 77,8™
24d-10°C 55,6™
36d-10°C 88,9™
48d-10°C 100™
12d-15°C 66,7™
24d-15°C 33,3*
36d-15°C 22,2%
48d-15°C 55,5™

Médias seguidas de asterisco na coluna diferem do controle com laseerde Dunnett, ao nivel de 5 % (*)
de probabilidade.

Tabela 4.Porcentagem de plantas induzidas ao florescimento (a), ciclo de cultivo(idlias)
e comprimento da haste (cm) (c), em funcdo do periodo e da temperaturaatieaggm
utilizados para saentes dé&. grandiflorumcv. Echo.

(@) (b)
5°C 10°C 15°C Temperatura Periodo

12d 778 Aa 77,8 Aab 66,7 Aa 5°C 171,3b 12d 193 a
24d 100 Aa 55,6 Bb 33,3Bab 10 °C 181 ab 24d 177,2 ab
36d 88,9 Aa 88,9Aab 22,2Bb 15°C 188,6 a 36d 178,1 ab
48 d 100 Aa 100 Aa 55,6 Bab 48 d 172,8 b
Testemunha 88,9 Testemunha 1743

(©)

Temperatura

5°C 52,3 a

10°C 49,7 ab
15 °C 45,4 b

Testemunha 4973
Médias seguidas pelas mesmas letras minlsculas na vertical ndo difeeesn pelb teste de Tukey a 5 % de

probabilidade.
Média da testemunha seguidas de asterisco diferem dos tratamentos peliet@sikey a 5 % (*) de

probabilidade.
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Tabela 5.Ciclo de cultivo (dias), massa fresca/haste (g) e niumero de folhas em flancéo
periodo e da temperatura de vernalizacédo utilizados para semeiegrdadiflorumcv.
Excalibur.

Tratamentos CC MFT
Testemunha 188,7 88,6

12d-5°C 166,9™ 83,7™

24d-5°C 165,7"™ 82,2™

36d-5°C 161,8* 93,4™

48d -5 °C 157,6* 72,8"™
12d-10°C 160,3* 53,0*
24d-10°C 173,1™ 89,3™
36d-10°C 160,1* 85,1™
48d -10°C 160,9* 83,4™
12d-15°C 163,6* 88,6™
24d-15°C 164,1* 89,9™
36d-15°C 165,3™ 96,2™
48d -15°C 172,7™ 93,3™

Médias seguidas de asterisco na coluna diferem do controle com base no testeetie &univel de 5 % (*)
de probabilidade.
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Fig. 3 Distribuicdo, quanto ao ciclo de cultivo, das plantas induzidas ao flmessiti, em fungéo do periodo
e da temperatura de vernalizacéo utilizados para semeriegdmdiflorumcv. Mariachi.
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Fig. 4 Distribuicdo, quanto ao ciclo de cultivo, das plantas induzidas ao flmesiti, em fungéo do periodo
e da temperatura de vernalizacéo utilizados para semeritiegdndiflorumcv. Echo.
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Fig. 5 Distribuigdo das plantas induzidas ao florescimentssidenando o ciclo de cultivo em fung¢édo do
periodo e da temperatura de vernalizacéo utilizados para semeBtegaediflorumcv. Excalibur.
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