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RESUMO GERAL

O anturio € uma importante espécie ornamental para o agronegdcio da floricultura. Assim, é
importante garantir o0 sucesso de seu cultivo. O uso da biotecnologia permite o
desenvolvimento de técnicas eficientes de propagacdo in vitro. Uma dessas técnicas é a
embriogénese somatica. Porém, além destes esforcos, uma das técnicas que pode contribuir
efetivamente para o sucesso do cultivo do antdrio € a caracterizagdo das cultivares da espécie,
por meio de marcadores moleculares. Assim, o estudo foi dividido em dois experimentos.
Experimento 1: Objetivou-se estabelecer um protocolo de indugdo a embriogénese somatica para
as cultivares de anturio Jureia e Luau, utilizando como explantes segmentos nodais. Estudou-se o
efeito da interagéo entre os fatores cultivar, tipo e concentracdo do regulador de crescimento sobre
a oxidagédo (%) e formacéo de calos embriogénicos (%). Utilizou-se microscopia eletronica de
varredura (MEV) para identificar se as estruturas formadas a partir dos explantes apresentavam
caracteristicas embriogénicas. Constatou-se que a cultivar Jureia é mais sensivel e 0 meio
adicionado de ANA mais propenso a oxidacdo. Quanto a formacgdo de calos embriogénicos,
constatou-se que a cultivar Luau tem maior potencial embriogénico e estabeleceu-se o seguinte
protocolo de indugdo a embriogénese somatica, para as duas cultivares estudadas: segmentos
nodais devem permanecer 75 dias, no escuro, em meio ESA (Pierik 1976, modificado)
suplementado com 7,5 uM de ANA. Experimento 2: Objetivou-se a sele¢do de marcadores ISSR
para caracterizacdo molecular das cultivares de antdrio Sublime, Luau, Jureia e Maré, a partir de
amostras de folhas oriundas de plantas estabelecidas in vitro, obtidas de organogénese indireta, e
de amostras de calos embriogénicos. Foi realizada a extracdo de DNA das amostras coletadas,
revelando DNA de boa qualidade. Foi feita a PCR del8 marcadores ISSR e os produtos da reacdo
foram visualizados por eletroforese. Os fragmentos revelados no gel de agarose foram
transformados em dados binarios [1- presenca de banda; O — auséncia de banda], possibilitando
agrupar as amostras em termos de distancia genética em um dendrograma. Constatou-se que 0s
marcadores ISSR utilizados apresentaram polimorfismo, sendo eficientes para caracterizar as
amostras de antlrio estudadas. Foram identificados marcadores cultivar-especificos. Sublime
revelou-se como a cultivar geneticamente mais estavel, e Maré, como a mais instavel. Estes
resultados proporcionam novas perspectivas para a propagacao in vitro, bem como séo Uteis
para 0 melhoramento genético e protecdo da identidade genética das cultivares de antdrio

estudadas.

Palavras-chave: Anthurium andraeanum. Morfogénese in vitro. Diversidade genética.



ABSTRACT

Anthurium is an important ornamental species for floriculture's agribusiness. Thus, it is very
important to ensure the success of its cultivation. The use of biotechnology allows the
development of effective techniques for in vitro propagation. One of these techniques is the
somatic embryogenesis. However, beyond these efforts, another technique that can effectively
contribute to the success of Anthurium cultivation, is the characterization of anthurium's
cultivars, by means of molecular markers. Therefore, the study was divided into two
experiments. Experiment 1: The objective was to establish an induction protocol for somatic
embryogenesis for the anthurium's cultivars Jureia and Luau, using nodal segments as
explants. It was studied the effect of the interaction among the factors cultivar, growth
regulator type and concentration on oxidation (%) and formation of embryogenic calli (%).
The scanning electron microscopy (SEM) was used to identify whether the structures formed
from the explants showed embryogenic characteristics. The evaluations about oxidation
showed that Jureia is the most sensitive cultivar, and that the medium added with NAA is
more prone to oxidation. As for the formation of embryogenic calli, it was found that Luau
has more embryogenic potential and it was established the following protocol for induction of
somatic embryogenesis for the two studied cultivars: nodal segments must be maintained for
75 days, in the dark, in the medium ESA (Pierik 1976 modified) supplemented with 7.5 mM
of NAA. Experiment 2: The objective was the selection of ISSR markers for molecular
characterization of anthurium'’s cultivars Sublime, Luau, Jureia and Maré, using leaf samples
of in vitro established plants, from indirect organogenesis, and samples of embryogenic calli.
The DNA extraction was made, showing a genetic material of good quality. The PCR of the
18 ISSR markers was made and the reaction products were visualized by electrophoresis. The
revealed fragments in the agarose gel were transformed into binary data [1- presence of band;
0 - absence of band], allowing the classification of the samples in terms of genetic distance in
a dendrogram. It was found that all the ISSR used showed polymorphism, being effective to
characterization of the anthurium's samples studied. Cultivar-specific markers were identified.
It was found that Sublime is the cultivar genetically most stable and Maré the most unstable.
These results provide new perspectives for the in vitro propagation, and are useful for

breeding and protection of the studied anthurium's cultivars.

Keywords: Anthurium andraeanum. In vitro morphogenesis. Genetical diversity.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 A Floricultura no Brasil e no Mundo

O comércio mundial de flores e plantas ornamentais, além de movimentar
bilnGes de dolares anualmente, € extremamente dinamico, envolvendo um grande
numero de paises produtores e consumidores, bem como uma variada carteira de
produtos (LIMA JUNIOR et al., 2015).

A Europa tem se destacado historicamente como importante centro de
producdo e consumo de produtos ornamentais (VAN HUYLENBROECK, 2010). No
entanto, com a globalizacdo, o mercado de flores abriu espaco para novos polos de
producio, com destaque para Colémbia, Quénia, Equador, Etidpia (LIMA JUNIOR et
al., 2015) e Costa Rica (VAN HUYLENBROECK, 2010).

No Brasil, 0 agronegdcio de flores e plantas ornamentais também vem se
expandindo (SEBRAE, 2015). Essa expansao deve-se as condi¢des favoraveis do Pais
para a producéo de flores, folhagens e outros derivados, ao longo de todo ano a um
custo reduzido, conferindo ao produto brasileiro condi¢des para se firmar no mercado
mundial (FRANCA; MAIA, 2008).

Em todo o mundo, a floricultura movimenta no mercado produtor algo em
torno de US$ 18 bilhdes, e por volta de US$ 54 bilhdes no mercado consumidor. Mais
especificamente no mercado produtor brasileiro, anualmente, sdo movimentados US$
380 milhdes, no atacadista US$ 595 milhGes e no varejista US$ 1,41 bilhGes
(ALONSO; SILVA, 2016). Em 2014, a atividade obteve faturamento de mais de R$ 5,4
bilhes, 0 que comprova o seu tamanho e importancia na economia nacional. Nos anos
de 2012 e 2013, esse montante foi de R$ 4,8 bilhdes e R$ 5 bilhdes, respectivamente,
representando crescimento médio anual de 6,7 % (LIMA JUNIOR et al., 2015).

Na figura 1 pode-se observar que as importacGes cresceram quase seis vezes
de 2004 a 2014, alcangando o valor de US$ 46,8 milhdes no altimo ano de analise. Esse
comportamento representa um mercado interno com demanda aquecida e crescente
pelos produtos de flores e plantas ornamentais. Em contrapartida as exportacdes, nos
dez anos avaliados, apesar de oscilarem, diminuiram 6,1 % e alcancaram o valor de US$
23,8 milhdes em 2014 (LIMA JUNIOR et al., 2015).
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Figura 1 - ExportacOes e importacdes brasileiras de flores e plantas ornamentais.
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Fonte: Elaborada por Lima Junior e colaboradores (2015) a partir de SECEX/MIDIC e

Banco Central.

Apesar de ainda ndo apresentar destaque no mercado mundial de flores e
plantas ornamentais (JUNQUEIRA; PEETZ, 2009), o Brasil se mostra cada vez mais
preparado para oferecer produtos em quantidade e com qualidade, tendo potencial para
tornar-se um grande produtor e exportador de flores e plantas ornamentais, com énfase
especial para as tropicais (ANEFALOS; TOMBOLATO; RICORDI, 2010).

A floricultura tropical é tida como um neg6cio lucrativo que vem se
expandindo em todo o mundo (JUNQUEIRA; PEETZ, 2011). Este setor tem tido
bastante relevancia na regido do Nordeste Brasileiro, pois esta apresenta clima guente,
com pequena variagdo de temperatura no decorrer do ano e forte luminosidade,
possibilitando o cultivo ndo sé de espécies tropicais, como também de outras numerosas
espécies ornamentais, tanto a campo aberto, como sob a protecdo de casa de vegetacao,
viveiros ou estufas (BRAINER; OLIVEIRA, 2006). Portanto, o cultivo e a
comercializacdo de flores e plantas ornamentais, principalmente das espécies tropicais,
tém obtido avancos relevantes nesta regido, especialmente nos Estados de Pernambuco,
Bahia, Alagoas e Ceard (JUNQUEIRA; PEETZ, 2008).

O Ceard é o principal estado da Regido Nordeste envolvido com o
agronegocio da floricultura. Um resumo das vantagens e desvantagens para a produgéo
de flores no Estado esté apresentado na figura 2 (LIMA JUNIOR et al., 2015).
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Figura 2 — Vantagens e desvantagens da producdo de flores e plantas ornamentais no

estado do Ceara.

Vantagens Desvantagens

* Proximidade com os principais paises |* Infraestrutura precaria;
importadores; * Auséncia de central de comercializacéo;
* Aeroporto com camara refrigerada; + Escassez de 4gua;
* Condigdes edafoclimaticas uniformes; *  Assisténcia técnica precaria;
| ]

* Varios ecossistemas no estado.
i produtores.

Falta de organizacdo dos l’

Fonte: Elaborada por Lima Janior e colaboradores (2015) a partir de entrevistas com produtores e

especialistas.

1.2 Descricao e Importancia do Anturio

Dentre as flores tropicais que tém apresentado interesse econémico, 0
cultivo do antdrio (Anthurium andraeanum Linden) em vaso e como flor de corte, tem
boa aceitacdo nos mercado interno e externo. A cultura pode ser explorada em pequenas
propriedades e apresenta um elevado valor de comercializagdo. Dessa forma, existem
perspectivas favoraveis para elevar a sua producdo, comercializacdo e consumo, em
ambos os mercados (ANEFALOS, TOMBOLATO; RIDORDI, 2010).

O antario € pertencente a familia Araceae e ao género Anthurium Schott.,
ordem Alismatales, classe Liliopsida. Esse género ¢ o maior e 0 mais complexo das
araceas, exclusivamente tropical e abundante em areas florestais das Américas do Sul e
Central (CASTRO; TOMBOLATO, 2012). As plantas sdo monocotiledéneas, semi-
herbaceas e eretas. Podem ser hemiepifitas trepadeiras, terrestres, epifitas, litofitas,
raramente helofitas ou redfitas (SANTOS, 2009), destacando-se pela beleza de suas
folhagens (MAIRA; ALEXANDER; VARGAS, 2010).

Do ponto de vista comercial, a principal espécie do género € o Anthurium
andraeanum Linden, bastante utilizado como flor de corte, folhagem e planta de vaso,
bem como no paisagismo (CARVALHO et al., 2013). A espécie desperta grande
interesse do publico consumidor devido ao tamanho, coloracdo e longa durabilidade
pos-colheita das inflorescéncias (CASTRO et al., 2004).

A estrutura conhecida por flor no antirio é, na verdade, uma inflorescéncia

em espiga, denominada espadice, protegida por uma bréctea colorida denominada
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espata, a qual é responsavel pela atragdo de agentes polinizadores (TOMBOLATO;
CASTRO, 2005; GUIMARAES et al., 2008). As flores verdadeiras do antirio s&o
hermafroditas e apresentam o fendbmeno da protoginia. Nesse fendmeno os 0Orgaos
sexuais femininos atingem primeiramente a maturidade e tornam-se receptivos,
enquanto as flores masculinas ainda encontram-se imaturas. O resultado desse processo
é gue a autofecundacdo € dificultada e os cruzamentos naturais entre plantas diferentes
favorecidos (TOMBOLATO; CASTRO, 2005).

O programa de melhoramento genético de antdrios, conduzido pelo Instituto
Agronémico (IAC), em Campinas, SP, desde 1980, foi responsavel pelo
desenvolvimento das primeiras variedades brasileiras, para cultivo e plantio comercial
tanto para flor de corte quanto para planta de vaso. Esse programa se baseia na selecdo
de plantas de menor custo e bem adaptadas as condi¢des climaticas do Pais, as quais sao
produzidas para competir com as cultivares importadas (TOMBOLATO et al., 2004a).
Dentre as principais variedades de anturio lancadas pelo IAC estdo Luau, Jureia,

Sublime e Mare (Figura 3).

Figura 3 - Inflorescéncias de anturio (Anthurium andraeanum) cvs. IAC Luau (A),
Jureia (B), Sublime (C) e Maré (D).

Fonte: David dos Santos Junior (A e B) e Antonio Fernando Caetano Tombolato (C e D).
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1.3 A Propagacao do Anturio

O antdrio ¢ uma planta de fecundacdo cruzada, assim, é naturalmente
propagado por sementes. Porém, esta espécie também pode ser propagada
vegetativamente pelos métodos convencionais de divisdo de touceiras ou estaquia, além
da micropropagacédo, por cultura de tecidos vegetais (FUZITANI; NOMURA, 2004;
TOMBOLATO et al., 2004b).

A propagacdo por sementes &€ um processo lento e gera progénies
heterogéneas devido a polinizac¢do cruzada (BEJOY; SUMITHA; ANISH, 2008). Por
outro lado, a propagacdo vegetativa convencional possibilita a disseminacao de pragas e
doencas, além de limitar a quantidade de mudas disponiveis (TOMBOLATO et al.,
2004a). Dessa forma, a propagacéo in vitro tem sido bastante utilizada como importante
método para a producdo massiva de mudas da espécie, permitindo a uniformizacdo das
caracteristicas (MAIRA; ALEXANDER; VARGAS, 2010).

Portanto, para o anturio, o uso da biotecnologia, especialmente com a
utilizacdo de técnicas da cultura de tecidos, propicia uma forma alternativa de
propagacao das plantas, além de proporcionar perspectivas novas e promissoras para 0
melhoramento e para a conservacao dos recursos genéticos dessa espécie (YUNUS et
al., 2012).

1.4 A Cultura de Tecidos

Na cultura de tecidos a producdo de mudas ocorre independente da época do
ano devido ao controle dos fatores climaticos (SILVA; SOUZA; GOMES, 2008). Este
controle das condi¢es ambientais durante a propagacao permite aperfeicoar a interagéo
entre fatores abidticos (nutricionais, luminosos, temperatura etc.) e bidticos (hormonais
e genéticos), resultando em plantas sadias, vigorosas e geneticamente superiores, que
podem ser multiplicadas massivamente (ALVES et al., 2008), totalmente livres de
pragas e doencas (DIAS et al., 2011), e com a conservacao da identidade genética do
material propagado (FUZITANI; NOMURA, 2004). As mudas produzidas séo obtidas
em grande quantidade e em curto espago de tempo (QUIRINO et al., 2009). Portanto, a
pratica constitui-se excelente ferramenta para clonar plantas em escala comercial

(ALVES et al., 2008). Dessa forma, vérios trabalhos tém sido conduzidos com a
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cultura de tecidos de anturio, visando & avaliacdo do seu potencial morfogenético na
obtencdo de mudas (GANTAIT; MANDAL, 2010).

A aplicacdo mais pratica e difundida da cultura de tecidos é a
micropropagacdo in vitro (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). As principais
etapas da pratica de micropropagacdo sdo: selecdo e preparacdo da planta mée;
estabelecimento in vitro de uma cultura asseptica; multiplicacdo dos propagulos;
alongamento; enraizamento; e aclimatizacdo (GEORGE, 1993; GEORGE; HALL;
KLERK, 2008).

A regeneracdo de plantas através da cultura de tecidos baseia-se no principio
da totipoténcia, proposto pelo fisiologista Haberlandt, que em 1902, enunciou que cada
célula vegetal possuia o potencial genético para regenerar uma planta inteira (RAO;
RAVISHANKAR, 2002). A totipoténcia esté estreitamente relacionada a interagéo entre
0s processos de indugdo, competéncia, determinacao e diferenciagéo celular, que resulta
na morfogénese in vitro (CHRISTIANSON; WARNICK, 1983).

As respostas morfogenéticas podem ocorrer através de duas rotas de
regeneragédo: organogénese ou embriogénese, as quais séo influenciadas e determinadas
pelos fitorreguladores, tipo de explante, genotipo, meio de cultura e condigdes de
cultivo (HOU; JIA, 2004; WU; CHEN; CHANG, 2004; PARAMAGEETHAM; BABU;
RAO, 2004; PARK et al., 2005).

1.4.1 Morfogénese in vitro

Na via de morfogénese in vitro chamada de organogénese a planta é
regenerada a partir de meristemoides formados no tecido cultivado, os quais podem se
originar de forma direta ou indireta. A organogénese ocorre de forma direta quando ha a
formagé@o de meristemas ou gemas diretamente sobre o explante, e de forma indireta
qguando ha a formacdo de calo precedente ao processo de regeneracdo de gemas
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Na via embriogenética de morfogénese in vitro a planta é regenerada a
partir de embriGes somaticos formados no tecido cultivado. Na embriogénese também
ocorrem as formas direta e indireta para regeneracdo das plantas. Na embriogénese

direta os embriGes somaticos se formam na superficie do explante sem passar pela fase
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de calo. Na embriogénese indireta os embrides somaticos se formam na superficie do
calo (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

O calo € um tecido formado a partir de um ferimento em resposta da lesdo
(SMITH, 2000), sendo definido como massa de células desorganizadas (TORRES;
CALDAS, 1990), as quais apresentam diferentes estagios de diferenciacdo e,
consequentemente, diferentes graus de determinacdo, podendo adquirir novas
competéncias mediante a presenca de um mensageiro quimico especifico (GUERRA;
TORRES; TEIXEIRA, 1999; QUIROZ-FIGUEROA et al., 2006). Na embriogénese, 0
calo apresenta algumas peculiaridades, que sdo a coloragéo branco opaca para amarelo
claro e a origem de estruturas globulares representando embrides somaticos, que
aparecem na superficie do calo apds, aproximadamente, duas semanas de cultivo
(VASIL; VASIL; LU, 1984).

As brotacbes formadas via organogénese caracterizam-se por serem
estruturas monopolares e apresentarem ampla conexdo vascular dos 6rgdos formados
com o explante (ANDRADE, 2005). De forma oposta, a embriogénese somatica € um
processo de regeneracdo de plantas de estruturas bipolares, ou seja, constituidas de &pice
caulinar e radicular, similares a embrifes zigdticos, porém sem envolvimento com a
fusdo de gametas, e com a presenca de um sistema vascular fechado, ou seja, sem
conexdo vascular com os tecidos do explante inicial (PINHEIRO, 2010).

O antdrio tem sido propagado tradicionalmente mediante a organogénese
indireta, por meio do cultivo in vitro de explantes foliares, inducgéo de calos, e posterior
formacdo de gemas adventicias (Figura 4). Contudo, esse método proporciona taxas de
multiplicacdo relativamente baixas e inconsistentes, com a provavel ocorréncia de
variacdo somaclonal nas mudas obtidas (TE-CHATO; SUSANON; SONTIKUN, 2006;
BAUTISTA et al.,, 2008), a qual do ponto de vista clonal ndo € desejada, porém
desperta o interesse dos melhoristas por ser nova fonte de variabilidade genética,
fornecendo perspectivas de selecdo in vitro ou ex vitro de plantas com caracteristicas de
interesse agrondmico (TABARES et al., 1991).

A embriogénese somatica apresenta algumas vantagens sob as limitacGes
encontradas na morfogénese in vitro pela rota organogenética (PARROT; MERKLE;
WILLIAMS, 1991), as quais fazem da embriogénese uma alternativa viavel para a

producdo in vitro do anturio em larga escala e isentas de patdgenos, além de ampliar a
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possibilidade de estudos para 0 melhoramento genético da espécie, como também para a
obtencdo de novas variedades (PINHEIRO, 2010).

Figura 4 — Mudas de antario (Anthurium andraeanum) cv. Eidibel estabelecidas in vitro
(C) a partir de organogénese indireta, ou seja, por meio da formagéo de calo (B), em
explantes de folhas jovens (A).

-&‘%— ‘-A». _ ‘

1 ” . e — T il
Fonte: David dos Santos Junior (A e B) e Claudio de Norbes Rocha (C).

1.5 A Embriogénese Somatica

A embriogénese somatica é definida como o processo pelo qual células
haploides ou somaticas, sob condicGes especificas de inducdo, atraveés de uma série de
modificacbes estruturais e bioquimicas originam embrides somaticos, por via de
regeneracdo direta ou indireta, os quais se desenvolvem por meio de diferentes estadios,
dando origem a uma planta sem que ocorra a fusdo de gametas (TAUTORUS et al.,
1991; QUIROZ-FIGUEROA et al., 2006; PEREIRA et al., 2007). Esses estadios por
que passa 0 embrido somatico seguem o mesmo padrdo de desenvolvimento do embrido
zig6tico, ou seja, ocorre a passagem pelos estadios globular, cordiforme, torpedo e
cotiledonar, num processo ontogenético, no qual no final ocorre a formacdo de uma
estrutura bipolar, constituida de éapice caulinar e radicular (GUERRA; TORRES;
TEIXEIRA, 1999; JURGENS; MAYER, 1992).

Por haver grande similaridade de desenvolvimento entre embrides
somaticos e zigéticos, a embriogénese somatica in vitro contribui para estudos
fisioldgicos, genéticos e bioquimicos que norteiam o desenvolvimento embrionario
(ZIMMERMAN, 1993), sendo ideal para investigar o processo de diferenciagdo em
plantas, bem como a expressdo dos mecanismos de totipoténcia da célula vegetal,
incluindo-se abordagens diferenciais da competéncia celular (PARROT; MERKLE;
WILLIAMS, 1991; TAUTORUS et al., 1991).
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A regeneracdo de plantas via embriogénese somética inclui cinco passos: 1 -
iniciacdo das culturas embriogénicas pelo cultivo do explante primario em meio
suplementado com reguladores de crescimento, principalmente auxinas, mas muitas
vezes também citocininas; 2 - proliferacdo das culturas embriogénicas em meio sélido
ou liquido suplementado com reguladores de crescimento de modo semelhante a
iniciacdo; 3 - pré-maturacdo de embribes somaticos em meio sem reguladores de
crescimento para inibir a proliferacdo e estimular a formacao do embrido somatico; 4 -
maturacdo dos embrides somaticos pelo cultivo em meio suplementado com &cido
abscisico (ABA) e/ou com o potencial osmotico reduzido; e 5 - regeneracdo de plantas
em meio sem reguladores de crescimento (GUERRA; TORRES; TEIXEIRA, 1999).

Na espécie A. andraeanum, os primeiros trabalhos com embriogénese
somatica foram conduzidos por Kuehnle, Chein e Sugi, em 1992, constatando resposta
morfogenética genotipo dependente. Depois desse primeiro trabalho, varios outros
foram conduzidos com a embriogénese somatica em anturio (HAMIDAH; KARIM;
DEBERGH, 1997; JIE, 2006; TE-CHATO; SUSANON; SONTIKUN, 2006; XIN et al.,
2006; BAUTISTA et al., 2008; BEYRAMIZADE; AZADI, 2008; PINHEIRO, 2010;
PINHEIRO et al., 2013ab; PINHEIRO, 2014; PINHEIRO, et al., 2014
BHATTACHARYA et al., 2016).

1.5.1 Inducéo a Embriogénese Somética

Inducéo é o desencadeamento de um processo morfogenético pela exposicao
do explante a um estimulo fisico, quimico ou biolégico. Embora esse processo envolva
0 controle da expressdo génica, ndo € um fenbmeno genético, uma vez que ndo ha
modificacdo alélica ou genotipica (GUERRA; NODARI, 2006).

Na inducdo da embriogénese somatica, por meio de estimulos ambientais ou
quimicos, células somaticas adquirem competéncia para originar uma linhagem de
células-filhas que irdo formar embriGes somaticos. O termo célula embriogénica tem
sido empregado para designar aquelas células que ja ndo necessitam mais de estimulos
para produzir os embrides somaticos (JONG; SCHMIDT; VRIES, 1993). Células em
transicdo do estado somético para o embriogénico sdo chamadas de células

competentes, determinadas para a embriogénese, que devem conter um receptor inativo
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que seria ativado pela presenga de um ligante proprio para disparar o programa
embriogénico (FEHER, PASTERNAK; DIDITS, 2003).

A inducdo da embriogénese somatica é influenciada por diversos fatores,
entre os quais podem se destacar os diferentes gendtipos e tipos de explante, estadios de
desenvolvimento dos explantes, composi¢cdo do meio de cultura, tipo e concentragédo do
regulador de crescimento utilizado (LI1TZ; CHAVEZ; MOON, 1998; CHALUPA, 1999;
CARNEROS et al. 2009; PRAKASH; GURUMURTHI, 2009).

1.5.1.1 Gendtipo e Explante

A capacidade de induzir embriGes somaticos esta sob controle genético, de
forma que genétipos de uma determinada espécie podem diferir no seu potencial
embriogénico (LAMB et al., 2002; MAY; TRIGIANO, 1991; VAN DER VALK et al.,
1992; BERED et al., 1996; SUN et al. 2003). Em geral, os explantes jovens oriundos de
estruturas reprodutivas, como embrifes imaturos, cotilédones, inflorescéncias e
hipoc6tilos sdo os mais responsivos. No entanto, outros tecidos também podem ser
utilizados como explantes na embriogénese com resultados satisfatérios, como apices
caulinares, folhas, peciolos e raizes (PORTO et al., 2010).

E importante ressaltar que o estadio de desenvolvimento e o estado
fisiolégico dos tecidos presentes nos explantes sdo aspectos importantes. Dentro de um
determinado genotipo, a sensitividade das células dos explantes aos fitoreguladores ndo
¢ a mesma e, portanto, alguns explantes sdo competentes para a embriogénese e outros
ndo (GUERRA; TORRES; TEIXEIRA, 1999; JIMENEZ, 2005).

1.5.1.2 Meio de Cultura

O meio de cultura € uma solucéo nutritiva que suporta de forma adequada o
crescimento do material vegetal. A constituicdo dos meios de cultura deve ser baseada
nas exigéncias das plantas, visando atender necessidades especificas (GUERRA,
NODARI, 2006). Portanto, a selecdo e o desenvolvimento de um meio de cultura sdo

essenciais para qualquer trabalho em cultura de tecidos de plantas.

25



A partir do meio mais utilizado em cultura de tecidos, 0 meio MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), Pierik e colaboradores (PIERIK, 1976; PIERIK;
LEEUWEN; RIGTER, 1979) testaram varias modificacdes em sua composi¢éo para a
propagacdo do antario para os diferentes estdgios da micropropagacdo (P1:
estabelecimento, P2: multiplicacdo e P3: alongamento e enraizamento), obtendo
sucesso. Por esta razdo, a metodologia proposta por Tombolato, Quirino e Costa (1998)
para propagacdo in vitro das variedades lancadas pelo Instituto Agronémico (IAC),
emprega 0 meio Pierik (PIERIK, 1976). Trabalhos na literatura, como o de Pierik,
Leeuwen e Rigter (1979), Schiavinato et al. (2008), Rivero-Bautista et al. (2008),
Pinheiro et al. (2009), Pinheiro (2010), Carvalho et al. (2011), Carvalho et al. (2012) e
Pinheiro et al. (2014), ratificam que o meio Pierik (PIERIK, 1976) é o mais indicado de
uma forma geral para cultura de tecidos com antdrio, tanto pela via organogenética
como embriogenética de morfogénese in vitro. Dentre os meios formulados por Pierik
(1976), o meio P1 é aquele utilizado como base para a embriogénese somatica do
anturio, também chamado de ESA para as etapas de inducdo dos calos embriogénicos e
proliferacéo das culturas embriogénicas; ESB para a etapa de maturacdo dos embrides
somaticos; e ESC para a etapa de germinacdo dos embrides somaticos (Tabela 1)
(CARVALHO et al., 2012).

Tabela 1 — Meios de cultura ESA (etapas 1: inducdo de calos embriogénicos e 2:
proliferacdo das culturas embriogénicas), ESB (etapa 3: maturacdo dos embribes
somaticos) e ESC (etapa 4: germinacdo dos embrifes somaticos) utilizados na produc¢édo
de mudas micropropagadas de anturio, (Anthurium andraeanum) via embriogénese
somatica [PIERIK (1976), modificado]

Meio de cultura ESA ESB ESC
componente (" mg L'
Nitrato de amoénio (NH,NO.) 825 825 825
Nitrato de potassio (KNO,) 950 950 950
Sulfato de magnésio hepta-hidratado (MgSO,.7H,0) 185 185 185
Fosfato monobasico de potéssio (KH,PO,) 85 85 85
Cloreto de calcio tetra-hidratado (CaCl, 4H,0O) 220 220 220
Sacarose 20.000 20.000 20.000
ANA 1,86 = =
Cinetina - 0,10 0,50
Agar (Merck®) 6.500 - 6.500
1 Este meio deve ser adicionado de microelementos, FEEDTA, mio-inositol e vitaminas do meio MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962).

Fonte: Carvalho e colaboradores, 2012.
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1.5.1.3 Reguladores de Crescimento

A composicdo e concentracdo dos reguladores de crescimento no meio de
cultivo sdo fatores determinantes no crescimento e no padrdo de desenvolvimento da
maioria dos sistemas de cultura de tecidos (FERREIRA; HU, 1998). Dessa forma,
reguladores de crescimento de plantas sdo substancias chave para a inducdo da
embriogénese somatica (QUIROZ-FIGUEROA et al., 2006). De uma maneira geral a
embriogénese somética € induzida por auxinas fortes, ou seja, mais estaveis a
degradacdo. Reguladores vegetais desta natureza estimulam a divisdo celular e
desencadeiam os processos de desdiferenciacdo (modelos indiretos) e rediferenciacédo
(modelos diretos), tornando as células comprometidas a formacdo de embribes
(GEORGE, 1993; GUERRA; TORRES; TEIXEIRA, 1999).

O acido 2,4-diclorofendxiacético (2,4-D) e o acido naftalenoacético (ANA)
sdo, nesta ordem, as auxinas mais utilizadas na inducdo de embriogénese somatica
(RAEMAKERS; JACOBSEN; VISSER, 1995), as quais sdo, nessa ordem de
importancia, comumente empregadas em trabalhos de inducéo a embriogénese somatica
do antdrio (KUEHNLE; CHEN; SUGII, 1992; HAMIDAH; KARIM; DEBERGH,
1997; JIE, 2006; XIN et al., 2006; BAUTISTA et al., 2008; BEYRAMIZADE; AZADI,
2008; PINHEIRO, 2010; PINHEIRO et al., 2013ab; PINHEIRO et al., 2014;
BHATTACHARYA et al., 2016). Porém, outras auxinas também podem exercer papel
satisfatério na indugdo de embriogénese somaética, séo elas: acido indol-acético (AlA),
acido indol butirico (AIB), picloram e dicamba (SILVA, 2012). De acordo com Guerra
e Noradi (2006) as concentracdes das auxinas nos meios podem variar de 0,01 a 10

mg/L.

1.5.2 Microscopia Eletronica de Varredura

Durante a embriogénese somatica indireta, normalmente ocorre a formacao
de diferentes tipos de calos, sendo que nem todos eles podem possuir potencial para
gerar plantas. O acompanhamento citologico e ultraestrutural durante a embriogénese
somatica é uma importante ferramenta que permite distinguir células de calos com

potencial embriogénico das células dos calos ndo embriogénicos e identificar possiveis
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falhas durante a formagdo do embrido somatico (FILIPPI; APPEZZATO-DA-GLORIA;
RODRIGUEZ, 2001; MOURA et al., 2008; STEINER et al., 2005).

Em relacdo ao acompanhamento ultraestrutural da embriogénese somatica,
tem-se, entre outras técnicas, a microscopia eletronica de varredura, a qual foi
introduzida como ferramenta de pesquisa por volta de 1950 (ALVES, 2004). O
microscopio eletronico de varredura envolve certa complexidade de mecanismos para a
aquisicdo da imagem, no entanto, o resultado final proporcionado consiste de imagens
com alto poder de resolucdo, que se situa na ordem de 2 a 5 nm, e de fécil interpretacdo
(ALVES; PERINA, 2012). Assim, devido a alta profundidade de campo, o microscopio
eletrébnico de varredura confere aspecto tridimensional as imagens (ALVES, 2004).
Portanto, sua utilizacdo € bastante adequada para avaliar a estrutura superficial de uma
dada amostra (DIAS, 2013). Dessa forma, a técnica permite a identificacdo e o
acompanhamento do desenvolvimento de calos embriogénicos (DIAS; PASQUAL;
CARVALHO, 2013), a qual ja vem sendo aplicada em trabalhos desenvolvidos com a
embriogénese somatica em antdrio (KUEHNLE; CHEN; SUGII, 1992; JIE, 2006;
BHATTACHARYA et al., 2016).

1.6 Técnicas Moleculares na Descricdo de Cultivares

No que se refere a embriogénese, tanto a iniciacdo do processo por via
zig6tica, como somatica, € ativada por diferentes sinais e frequentemente comecam a
partir de diferentes tecidos, e isto ainda ndo € totalmente entendido. No entanto, sabe-se
que varios genes, relacionados com a diferenciacdo celular, morfogénese e transducéo
de sinal, sdo expressos durante a embriogénese. Assim, pesquisas na area de biologia
molecular tém sido utilizadas para investigar este processo (IKEDA; UMEHARA,;
KAMADA, 2006).

Além do importante papel na embriogénese, a biologia molecular, por meio
da utilizacdo de marcadores moleculares, tem sido empregada para diversos fins na
genética e melhoramento de plantas, os quais vém sendo executados com sucesso em
varias culturas (TOPPA; JADOSKI, 2013).

Os marcadores moleculares de DNA tém sido utilizados para marcacéo de
genes de resisténcia a doencas, insetos e pragas; avaliacdo e caracterizacdo de

germoplasma; estudos de divergéncia genetica em populacdes; identificacdo de
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genitores com caracteres superiores; introgressdo génica e selecdo assistida por
marcadores; desenvolvimento de mapas genéticos de ligacdo; determinacdo de grupos
heteroticos e associacdo com regides gendmicas que afetam heterose; reconstituicdo de
pedigrees; testes de pureza genética; selecdo de resisténcia a patdgenos exdticos ainda
inexistentes em determinada regido; associacdo com caracteres quantitativos; estudos de
interacdo gendtipo-ambiente; processos legais; entre outros (RAFALSKI; TINGEY,
1993; PEREIRA; LEE, 1995; FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998; MILACH, 1998a;
1998b).

1.6.1 Marcadores Genéticos

Marcadores genéticos, ou descritores genéticos, sdo quaisquer
caracteristicas, processos bioquimicos ou fragmentos de DNA que permitem a distin¢do
de individuos geneticamente diferentes (BOREM, 1997). Os marcadores genéticos
utilizados em plantas podem ser morfoldgicos, bioguimicos ou moleculares (ALMEIDA
et al., 2009).

Os marcadores morfoldgicos sdo controlados por genes associados a
caracteres morfoldgicos, em geral, caracteristicas fenotipicas de facil visualizacao,
como nanismo, deficiéncia de clorofila, cor de pétala ou morfologia foliar (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998). A descricdo dos marcadores fenotipicos depende do
desenvolvimento da planta e sua expressdo génica pode ser influenciada por acdo génica
de dominéncia, pela pleiotropia e epistasia, além dos fatores ambientais (SMITH;
SMITH, 1992; PECCHIONI et al., 1996).

Os marcadores bioquimicos baseados em proteinas e enzimas surgiram na
década de 1970. Eles foram os primeiros marcadores a serem utilizados com varias
aplicacdes, como por exemplo no estudo de dispersdo de espécies, na anélise de
filogenias, na acessibilidade a variabilidade genética existente, na deteccdo de ligacdo
génica com caracteres mono e poligénicos, na identificacdo de cultivares, na
introgresséo génica, na avaliacdo de germoplasma, e de forma mais limitada, na selecao
indireta de caracteres agrondmicos (BOREM, 1997).

Dez anos ap6s o0s primeiros trabalhos com descritores de proteinas e
enzimas, na década de 1980, surgiram os marcadores de DNA, com capacidade de

detectar variacdo genética adicional. O avanco principal que essas tecnicas trazem é a
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possibilidade de acessar diretamente o gendtipo de um individuo, evitando, assim, a
expressao do fenotipo e a influéncia do ambiente sobre este. Também, enquanto 0s
descritores bioquimicos amostram apenas as regides ativas na expressao génica, os de
DNA permitem uma ampla amostragem do genoma de um individuo, sendo obtidos em
grande nimero. Assim, mutagdes que ocorrem em regides nao codificadoras de genes
podem ser identificadas com analise de DNA, mas ndao com a andlise de proteinas e

enzimas, bem como morfologica (MILACH, 1999).

1.6.2 Marcadores Moleculares

Os tipos de marcadores moleculares disponiveis diferenciam-se pela
metodologia empregada para revelar variabilidade em nivel de DNA, variando quanto a
habilidade de detectar diferencas entre individuos, custo, facilidade de uso, consisténcia
e repetibilidade. Assim, os principais tipos de marcadores moleculares podem ser
classificados em dois grupos, conforme a metodologia utilizada para identifica-los:
hibridizacdo ou amplificagio de DNA por PCR (Polymerase Chain Reaction)
(MILACH, 1998b).

Os marcadores identificados por hibridizacdo sdo os marcadores RFLP
(Restriction Fragment Lenght Polymorfism). J& aqueles marcadores baseados em
amplificacdo por PCR sdo os do tipo RAPD (Random Amplified Polymorfic DNA),
AFLP (Amplified Fragment Length Polymorfism), Microssatélites ou SSR (Simple
Sequence Repeats) e ISSR (Inter Simple Sequence Repeteas) (MILACH, 1998a;
MARTINS; XAVIER; RUMJANEK, 2003). Alguns desses marcadores podem ter
natureza co-dominate (RFLPs e SSR), ou seja, permitem a identificacdo de genotipos
heterozigotos e homozigotos, gerando mais informacgdo em nivel genético, e podem ter
natureza dominante (RAPD e ISSR), ou seja, ndo possibilitam distinguir genétipos
heterozigotos dos homozigotos dominantes (CRUZ, 2008). Além de diferirem na
dominéncia, cada marcador tem suas caracteristicas peculiares e estas devem ser levadas

em consideragdo na escolha do qual utilizar em uma analise (PRECZENHAK, 2013).
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1.6.2.1 Marcadores ISSR

Os ISSR sdo marcadores baseados em microssatélites, no entanto néao
necessitam de conhecimento prévio da sequéncia do genoma, mostrando-se Otimas
ferramentas a serem empregadas em estudos iniciais de espécies. Um Unico primer
composto por uma sequéncia do microssatélite usualmente de 16 a 25 pares de bases de
comprimento é utilizado para amplificar principalmente as sequéncias inter-SSR de
diferentes tamanhos. Estes primers podem estar desancorados ou usualmente ancorados
na extremidade 5° ou 3’ por 1 a 4 bases de purina ou pirimidina. Os alelos polimoérficos
ocorrem sempre que em um genoma esteja faltando a sequéncia repetida ou exibem uma
delecdo ou insercdo que modifica a distancia entre as repeti¢des. Para oS primers
ancorados na posi¢do 5°, ha maiores chances de polimorfismos, pois estes ocorrem
também devido as diferencas no comprimento do microssatélite. As sequéncias de
repeticGes e de nucleotideos ancorados sdo selecionadas aleatoriamente. Embora ISSR
sejam iniciadores dominantes, possuem a vantagem de analisar loci maltiplos em uma
Unica reacdo (ZIETKIEWICZ; RAFALKI; LABUDA, 1994; GOULAO; OLIVEIRA,
2001; LIU; WENDEL, 2001; PATZAK, 2001; REDDY; SARLA; SIDDIQ, 2002;
SOUZA et al., 2005).

A PCR é utilizada para amplificar regiGes entre microssatélites idénticos
orientados em direcbes opostas, ou seja, inversamente orientados. Os iniciadores sdo
construidos a partir das proprias sequéncias simples repetidas (SSR) proporcionando
amplo arranjo de possiveis produtos amplificAveis (WOLFE; LISTON, 1998;
SOUFRAMANIEN; GOPALAKRISHNA, 2004). Essa metodologia € considerada
simples, rapida e eficiente. Os produtos amplificaveis sdo geralmente de 200 a 2000
pares de base de comprimento e apresentam alta reprodutibilidade possivelmente devido
ao uso de iniciadores longos na qual permite um subsequente uso de alta temperatura de
anelamento (BORNET; BRANCHARD, 2001; REDDY; SARLA; REDDY, 2002). O
método fornece resultados altamente reprodutiveis e gera abundante polimorfismo em
muitos sistemas. A maioria dos trabalhos tem usado eletroforese no gel de agarose com
coloragdo por brometo de etideo ou eletroforese no gel de poliacrilamida e coloragédo
com nitrato de prata (BLAIR et al., 1999; LIU; WENDEL, 2001).

Dessa forma, ISSRs tém provado serem U(teis em estudos genéticos,

especialmente em deteccédo clonal e diversidade para vérias culturas (SALIMATH et al.,
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1995; OLIVEIRA; RICHTER; BENNETZEN, 1996), incluindo-se o antario, espécie
em que os ISSR podem ser promissores no acesso da diversidade genética e
caracterizacdo molecular (JAU-YUEH; KENG-CHANG; MING-JEN, 2001;
GANTAIT; SINNIAH, 2011; BULDEWO,; PILLAY; JAUFEERALLY-FAKIM, 2012;
KANG et al., 2013; SOUZA NETO et al., 2014; VENKAT et al., 2014).

1.6.3 Caracterizacao e Protecao de Cultivares

A Lei de Protecdo de Cultivares de n° 9.456, sancionada em 25 de abril de
1997, é clara e pontual a respeito dos requisitos necessarios para que uma cultivar possa
ser protegida. A cultivar deve ser comprovadamente distinta, homogénea e estavel. Por
distinta, a Lei define “a cultivar que se distingue claramente de qualquer outra cuja a
existéncia na data do pedido de prote¢do seja reconhecida”. A caracteristica de
distinguibilidade deve ser comprovada para que possa ser efetuado o pedido de protecédo
(MILACH, 1999).

H& um numero quase ilimitado de descritores de DNA disponiveis e esses
possibilitam o amplo acesso da variabilidade genética em diversas espécies vegetais,
com potencial de distincdo de gendtipos morfologicamente similares e geneticamente
aparentados. Nesse sentido, a caracterizagdo molecular de uma cultivar é um passo
muito importante no processo de protecdo legal dos materiais desenvolvidos pelo
melhorista, pela descricdo detalhada desses materiais, pois 0 uso de descritores
confiaveis e de natureza genética € indispensavel nesse caso (MILACH, 1999).

Um sistema com base em marcadores de DNA permite a identificacdo de
um padrdo unico de combinacdo alélica, como uma impressdo digital (fingerprinting)
para cada cultivar (GUIMARAES et al., 2009), a qual tem sido utilizada para
mapeamento de ligagdo do genoma, teste de identidade de cultivares, determinacdo da
relacdo de parentesco e da variagdo genética, andlise de populacdes e de pedigree,
localizagdo de loco para doencgas e epidemiologia (LANDEGREN et al., 1980). Dessa
forma, a caracterizacao de variedades, linhagens ou hibridos por meio de marcadores de
DNA tem sido de grande importancia na protecdo do direito intelectual do melhorista,
sendo utilizada como prova legal em processos juridicos que envolvem disputas de
direito autoral (SMITH, 1989; LANZA; GUIMARAES; SCHUSTER, 2000).
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Novas variedades de anturio tém sido continuamente introduzidas em
cultivo e a identificacdo destas através de caracteres morfologicos se torna dificultada
(BULDEWO,; PILLAY; JAUFEERALLY-FAKIM, 2012), ja que cultivares diferentes
apresentam descritores morfolégicos semelhantes. Dessa forma, ha a necessidade de que
a caracterizacdo morfoldgica seja complementada por outro recurso para que ocorra de
forma mais precisa, como os marcadores moleculares. Portanto, estes sdo bastante
empregados em trabalhos conduzidos com diversas culturas, inclusive ornamentais,
como os antarios (JAU-YUEH; KENG-CHANG; MING-JEN, 2001;
RANAMUKHAARACHCHI; HUNNY; GUY, 2001; NOWBUTH et al.,, 2005;
PUCHOOA, 2005; ANDRADE et al., 2009; KHAN; PANKAJAKSAN, 2010;
GANTAIT; SINNIAH, 2011; SOUZA NETO et al., 2011; GE et al., 2012; YU et al.,
2012; WANG; CHUANG, 2013; WANG et al., 2013; SOUZA NETO, 2014;
BHATTACHARYA et al., 2016), sendo que a utilizacdo destes na caracterizacdo dos
gendtipos é umas das técnicas que podem contribuir efetivamente para o sucesso do
cultivo da cultura (CASTRO et al., 2004).
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CAPITULO | — INDUCAO A EMBRIOGENESE SOMATICA EM DUAS
CULTIVARES DE ANTURIO

Resumo - A micropropagacao comercial do antdrio (Anthurium andraeanum Linden) se
da& por organogénese indireta. No entanto, a embriogénese somatica pode resultar em
mudas com maior conformidade clonal e menor nimero de variantes. Os calos
embriogénicos podem ser distinguidos dos calos ndo embriogénicos por
acompanhamento ultraestrutural das células, utilizando-se da microscopia eletrdnica de
varredura (MEV). Assim, objetivou-se com esse trabalho estabelecer um protocolo de
inducdo a embriogénese somatica das cultivares de anturio Jureia e Luau. Foram
utilizados segmentos nodais como explantes, sendo o meio de cultura utilizado, 0 ESA
(Pierik, 1976 modificado). O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado, conduzido em ensaio fatorial 2 x 3 x 5 (cultivar x regulador de crescimento
X concentracdo), com 30 tratamentos em arranjo de parcelas subdivididas no tempo.
Quando diferencas significativas foram detectadas, os fatores quantitativos foram
estudados utilizando andlises de regressdo e os fatores qualitativos foram estudados
utilizando-se teste de Tukey (para os reguladores de crescimento) e teste F (para as
cultivares). Realizou-se a MEV para identificacdo dos calos com caracteristicas
embriogénicas. Com o auxilio da MEV, confirmou-se que as estruturas formadas em
meio de inducdo a embriogénese somatica correspondiam a calos embriogénicos.
Constatou-se que a cultivar Jureia apresentou percentual de oxidacgéo significativamente
maior que a cultivar Luau, e 0 meio com adicdo de ANA é aquele mais propenso a
ocorrer oxidagdo. A cultivar que obteve as maiores médias quanto a proliferacdo de
calos embriogénicos foi a cultivar de anturio Luau, € 0 meio que propiciou a maior
formagé&o de calos embriogénicos, com maiores vantagens do ponto de vista econémico,
foi aquele adicionado de ANA, com nivel 6timo de formacao de calos na concentragao
de 7,5 uM, aos 75 dias de permanéncia em meio de inducdo a embriogénese somatica.
Assim, para inducdo a embriogénese somatica das cultivares de antdrio Luau e Jureia, é
indicado que 0 meio ESA seja suplementado com o regulador de crescimento ANA, na
concentragdo de 7,5 uM. Os explantes devem permanecer em meio de inducdo a

embriogénese somatica, até os 75 dias ap0s a inoculagéo.

Palavras-chave: Micropropagacdo. Calos embriogénicos. Anélise ultraestrutural.
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INDUCTION OF SOMATIC EMBRYOGENESIS IN TWO ANTHURIUM'S
CULTIVARS

Abstract - Anthurium's commercial micropropagation traditionally occurs by indirect
organogenesis. However, somatic embryogenesis may result in plants with greater
clonal compliance and fewest variants. Embryogenic calli can be distinguished from
non embryogenic ones by ultrastructural monitoring of cells using scanning electron
microscopy (SEM). Thus, the aim of this study was to establish an induction protocol
for somatic embryogenesis of anthurium's cultivars Jureia and Luau. Nodal segments
were used as explants and the culture medium used was ESA (Pierik, 1976 modified).
The experimental design was completely randomized, conducted in factorial assay 2 x 3
x 5 (cultivar x growth regulator x concentration), with 30 treatments in arrangement of
subdivided plots in time. When significant differences were detected, the quantitative
factors were studied using regression analysis and the qualitative factors were studied
using Tukey test (for growth regulators) and F test (for cultivars). SEM was performed
to identify calli with embryogenic characteristics. With the assistance of SEM, it was
confirmed that the structures formed corresponded to embryogenic calli. It was found
that Jureia showed oxidation percentual significantly higher than the cultivar Luau, and
the medium with the addition of NAA is the one more prone to the occurrence of
oxidation. The cultivar that had the highest averages about the proliferation of
embryogenic calli was Luau, and the medium that provided the increased formation of
embryogenic calli, with also advantages from the economic point of view, was the one
supplemented with NAA. The great level of embryogenic calli formation occurred at a
concentration of 7.5 uM, after 75 days of permanence of the explants in the medium of
somatic embryogenesis inducing. Thus, for induction of somatic embryogenesis of the
anthurium's cultivars Luau and Jureia, it is indicated the ESA medium supplemented
with the plant growth regulator NAA at a concentration of 7.5 uM. The explants should

remain in induction medium for somatic embryogenesis, even 75 days after inoculation.

Keywords: Micropropagation. Embryogenic calli. Ultrastructural analysis.
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1 INTRODUCAO

A floricultura tropical € classificada como um negdcio lucrativo,
representando um segmento proeminente e em expansdo nos mercados de plantas
ornamentais (LUZ et al., 2005; JUNQUEIRA; PEETZ, 2011).

Dentre as espécies tropicais cultivadas, por apresentar grande beleza
exotica, durabilidade e resisténcia pos-colheita das inflorescéncias (em média de 25 a 30
dias, podendo chegar a 40 dias) e das folhagens, o anturio é largamente utilizado na
floricultura como flor de corte, folnagem ou planta envasada (CARVALHO et al.,
2011). Do ponto de vista comercial, a principal espécie do género € o Anthurium
andraeanum Linden (CARVALHO et al., 2013).

As flores do anturio sdo hermafroditas, porém possuem fecundagéo cruzada
devido ao fenbmeno da protoginia. Assim, na natureza, o anturio é normalmente
propagado por sementes, gerando, portanto, progénies heterogéneas (CARVALHO et
al., 2011). No entanto, visando a manutencdo das caracteristicas desejadas pela
obtencdo de mudas com uniformidade genética, o anturio pode ser propagado
assexuadamente.

A reproducdo vegetativa do antdrio pode ser feita tradicionalmente por
divisdo de touceiras e estaquia, e por micropropagacdo. A excecdo da propagacio in
vitro, estes métodos apresentam como desvantagens o baixo nimero de mudas
produzidas, ciclo reprodutivo longo e a possibilidade de disseminagdo de pragas e
doencas, presentes nas plantas matrizes, as mudas propagadas (MARTIN et al., 2003;
TOMBOLATO et al., 2004; PUCHOOA, 2005). Por outro lado, a micropropagacéo
permite a obtencdo de maior taxa de multiplicacgio em menor periodo de tempo,
independente da época do ano, qualidade fitossanitaria e estabilidade genética das
mudas produzidas (CARVALHO et al., 2009).

Na micropropagacdo comercial do anturio as mudas tém sido obtidas,
tradicionalmente, mediante a organogénese indireta. Esse método proporciona taxas de
multiplicacdo relativamente baixas e inconsistentes, com a provavel ocorréncia de
variagdo somaclonal nas mudas obtidas (TE-CHATO; SISANON; SONTIKUN, 2006;
BAUTISTA et al., 2008). No entanto, a embriogénese somatica € uma outra via de

morfogénese in vitro que pode ser utilizada para obtencéo das mudas de antdrio.
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A embriogénese somatica é uma técnica por meio da qual uma Unica célula
vegetal ou grupo de células de tecidos da origem ao embrido somatico, uma estrutura
bipolar organizada, sem conexdes com o tecido materno, sendo morfologicamente
semelhante ao embrido zigotico (GAJ, 2004; MA et al., 2012; ALCANTARA et al.,
2014). A formagdo dos embrides pode ser direta, quando estes sdo originados
diretamente a partir do explante, e indireta, quando ha a fase intermediaria de calo. Essa
técnica permite propagacao clonal de mudas em larga escala com menores chances de
obtencdo de plantas variantes, pois em plantas regeneradas através da embriogénese, 0s
genes expressos sao menos tolerantes as mutagdes em relacdo aquelas regeneradas pela
rota organogenética (PARROT; MERKLE; WILLIAMS, 1991).

A inducdo da embriogénese somatica € uma etapa crucial para o
estabelecimento de culturas embriogénicas in vitro. O processo de indugéo depende do
genotipo, tipo e estadio de desenvolvimento do explante, da composi¢do do meio de
cultura e das condicdes de cultivo (LITZ et al, 1998; HOU; JIA, 2004;
PARAMAGEETHAM; BABU; RAO, 2004). Destes, destacam-se 0s reguladores de
crescimento, sendo a classe das auxinas considerada como o principal indutor
(NISHIWAKI et al., 2000). O é&cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e o acido
naftalenoacético (ANA) sdo, nesta ordem, as auxinas mais utilizadas na inducdo de
embriogénese somatica (RAEMAKERS; JACOBSEN; VISSER, 1995). Porém, outras
auxinas também podem exercer papel satisfatério na inducdo de embriogénese
somatica, como o picloram (&cido 4-amino- 3,5,6 - tricloro picolinico) (SILVA, 2012).

E importante salientar que na inducdo a embriogénese somatica indireta
ocorre a formacdo de diferentes tipos de calos. O acompanhamento ultraestrurural
destas estruturas pode ser feito utilizando-se, entre outras técnicas, a microscopia
eletronica de varredura, ferramenta que permite auxiliar a distin¢cdo de células de calos
embriogénicos dos ndo embriogénicos (FILIPPI; APPEZZATO-DA-GLORIA;
RODRIGUEZ, 2001; ALVES, 2004; STEINER et al., 2005; MOURA et al., 2008).

Visando otimizar a producdo in vitro de mudas de antdrio pelo uso da
técnica de embriogénese somatica, objetivou-se com esse trabalho estabelecer um
protocolo de indugdo a embriogénese somatica indireta a partir de segmentos nodais
para as cultivares de anturio (Anthurium andraeanum Linden) lancadas pelo Instituto

Agrondmico (IAC), Jureia e Luau.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Inducéo a embriogénese somatica

O trabalho foi realizado no Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais,
pertencente a Embrapa Agroindustria Tropical (CNPAT), em Fortaleza (CE).

Como material vegetal, foram utilizadas mudas, estabelecidas in vitro, de
Anthurium andraeanum cvs. Jureia e Luau, cedidas pelo Instituto Agronémico (IAC),
em Campinas, S&o Paulo. Essas mudas foram obtidas a partir da organogénese indireta,
segundo protocolo de Tombolato, Quirino e Costa (1998). A partir dessas mudas, foram
obtidos os explantes para inducdo a embriogénese somatica, 0s quais constaram de
segmentos nodais desfolhados com aproximadamente 1,0 cm de comprimento, contendo
uma gema (meristema axilar).

O meio de cultura bésico utilizado foi o ESA (Tabela 1), acrescido dos
microelementos, FEEDTA, mio-inositol e vitaminas do meio MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962), contendo 20 g L™ de sacarose, solidificado com Gelzan®a1,8g L™, e
pH ajustado para 5,8 antes da autoclavagem, realizada a 121 °C, por 15 minutos.

Tabela 1 — Meio de cultura ESA utilizado nas etapas de inducdo de calos embriogénicos
e proliferacdo das culturas embriogénicas, para producdo de mudas micropropagadas de
antario (Anthurium andraeanum), via embriogénese somaética [PIERIK (1976),
modificado]

Meio de Cultura (Componentes) ESA (mg L™
Nitrato de amoénio (NH4NO3) 825
Nitrato de potassio (KNOs) 950
Sulfato de magnésio hepta-hidratado (MgS0O,.7H,0) 185
Fosfato monobaésico de potassio (KH,PO,) 85
Cloreto de célcio tetra-hidratado (CaCL,.4H,0) 220
Sacarose 20000

Fonte: Priscila Bezerra dos Santos Melo.

Os explantes foram inoculados, horizontalmente, um por tubo de ensaio (de
dimens@es de 150 mm x 25 mm), contendo 10 mL de meio de cultura, sob condic¢des
assépticas, em capela de fluxo laminar. Os tubos de ensaio foram vedados com tampa de
polipropileno envolta por pelicula esticavel aderente (PVC) e as culturas foram
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mantidas em cémara de crescimento a 25 + 2 °C, permanecendo no escuro por um
periodo de 90 dias.

O experimento foi conduzido em ensaio fatorial 2 x 3 x 5: cultivares de
antario estudadas (Luau e Jureia); tipo da auxina adicionado ao meio de cultivo (2,4 D -
acido 2,4-diclorofenoxiacético; ANA - &cido naftalenoacético; e Picloram - &cido 4-
amino - 3, 5,6 - tricloro picolinico) e diferentes concentracGes utilizadas dessas auxinas
(0; 2,5; 5,0; 7,5; e 10 uM), totalizando 30 tratamentos. Cada tratamento foi replicado 5
vezes, com cada repeticdo constituida por 6 tubos de ensaio. O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado em esquema de parcelas
subdivididas no tempo, devido as avaliacdes periddicas que foram realizadas durante os
90 dias de inoculacdo no escuro (15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias). Nesses periodos foram
avaliadas a formacdo de calos com caracteristicas embriogénicas [calos semi-fridveis,
de coloracdo amarela e crescimento radial, de acordo com Pinheiro (2010)] e a oxidagéo
do material inoculado. Os explantes considerados oxidados apresentavam
escurecimento dos tecidos lesados, causado por liberagdo de compostos polifendlicos
(GEORGE; SHERRINGTON, 1984). A partir da observagdo de presenca (1) ou
auséncia (0) de calos embriogénicos e material oxidado, os dados coletados nas
repeticdes pertencentes a cada tratamento foram expressos em porcentagem (P%), 0S
quais foram transformados para arc sen VP%/100. Essa transformagéo homogeneiza a
variancia experimental, que é uma das exigéncias estatisticas para a validade dos testes
de significancia e dos intervalos de confianca para as médias dos tratamentos
(HADDAD; VENDRAMIM, 2000). Dessa forma, os dados de porcentagem obtidos
como resultados do presente estudo foram transformados para maior precisdo na
interpretacdo dos resultados.

Os dados obtidos foram comparados pelo teste F da analise de variancia em
esquema de parcela subdividida no tempo. Quando diferencas significativas foram
detectadas, os fatores quantitativos foram estudados utilizando-se andlise de regressao, e
os fatores qualitativos utilizando-se teste de Tukey (para os reguladores de crescimento)

e teste F (para as cultivares), a 5 % de probabilidade.
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2.2 Microscopia Eletronica de Varredura

Para analise dos aspectos anatdbmicos das estruturas formadas a partir dos
explantes de antdrio das cultivares Luau e Jureia, submetidos a indugdo de
embriogénese somética no meio ESA + 7,5 uM de ANA, foram recolhidas amostras aos
0,7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63 e 70 dias (duas amostras por data), apos inoculacédo
dos explantes. Esse meio foi escolhido pela eficiéncia na formacdo de calos
embriogénicos para as cultivares correspondentes (resultados do presente estudo).

No Laboratério de Microscopia, as amostras coletadas foram fixadas em
solucdo Karnovsky, diluida em solucdo tampdo fosfato 0,2 M de pH 7,2, por um
periodo minimo de 48h e acondicionadas em geladeira. Em seguida, as amostras foram
lavadas com trés trocas de tampdo fosfato de 10 minutos cada, p6s-fixadas em tetroxido
de 6smio (1%) por 1 hora, lavadas em &gua destilada e desidratadas em solucdes de
etanol de concentracao crescente (20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90%), por 15 minutos cada,
e em solucdo 100% de alcool, por 3 vezes, de 15 minutos cada. As amostras foram
entdo, secas em aparelho de secagem ao ponto critico, marca Quorum, montadas em
stubs e recobertas com platina em metalizadora. Por fim, foram levadas ao microscopio
eletronico de varredura (MEV) Tescan, sob uma voltagem de aceleragéo de 15 Kv, para

a obtencdo das imagens, as quais foram processadas digitalmente.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Inducéo a embriogénese somatica

O experimento envolveu diferentes fatores que influenciaram as respostas,
quanto a oxidacdo e formacdo de calos embriogénicos, de explantes de Anthurium
andraeanum, submetidos a inducdo de embriogénese somatica. As analises de variancia
dos dados coletados, para as caracteristicas avaliadas, demonstraram que estes fatores
apresentaram efeito isolado (principal) e de interacdo sobre as respostas que foram
obtidas. No entanto, quando um fator interfere em outro, o efeito principal ja ndo é mais
importante, porque as interacdes sdo mais consistentes, e representam melhor a
realidade. Dessa forma, para apresentagédo dos resultados, foram consideradas apenas as
interages que apresentaram nivel de significancia a 5%, pelo teste F.

3.1.1 Oxidacéao (%)

As cultivares e o0s reguladores de crescimento apresentaram efeito de
interacdo significativo para a caracteristica oxidacao (Tabela 2).

Tabela 2 — Desdobramento do efeito da interacdo entre cultivares e reguladores de
crescimento, referente a oxidacdo e presenca de calos embriogénicos, durante 90 dias
apos a inoculagdo de segmentos nodais em meio de inducdo a embriogénese somatica
de Anthurium andraeanum. Fortaleza-CE, 2016

Caracteristicas Avaliadas

Calos Embriogénicos (%) Oxidacéo (%)
Regulador de Cultivares
crescimento
Jureia Luau Jureia Luau
24D 7,13 Bb 10,60 Ab 35,14 Ab 22,90 Bb
ANA 12,24 Ba 17,97 Aa 42 31 Aa 39,82 Aa
Picloram 7,99 Bh 16,12 Aa 20,72 Ac 15,94 Bc

*Médias seguidas pela mesma letra maiuscula, na linha, e mindscula, na coluna, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (p<0,05) e F (p<0,05).
Fonte: Priscila Bezerra dos Santos Melo.
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A cultivar Jureia foi aquela que apresentou a maior média (42,31 %),
embora esta ndo tenha se diferenciado estatisticamente da cultivar Luau (39,82%),
quando ambas foram submetidas a inducdo de embriogénese somatica em meio de
cultura com adicéo do regulador de crescimento ANA, o qual exibiu taxa de oxidagéo
estatisticamente superior, quando comparado aos demais reguladores de crescimento
utilizados no experimento. Dessa forma, as cultivares Jureia e Luau apresentaram o
mesmo comportamento em relacdo as auxinas.

A oxidacdo prejudica o desenvolvimento dos explantes, além de ser um
fator de reducdo da taxa de multiplicacdo (CARNEIRO, 1997). Assim, é importante
observar os resultados em que a taxa oxidacdo foi minima, os quais foram verificados
para 0 regulador de crescimento Picloram, proporcionando taxa de oxidacao
estatisticamente inferior para as duas cultivares de antdrio utilizadas (20,72% para
Jureia; e 15,94 % para Luau), sendo que para a cultivar Luau, a oxidagdo foi
estatisticamente mais baixa do que aquela obtida pela cultivar Jureia. Dessa forma, nota-
se que o meio adicionado de Picloram € menos propenso a oxidacdo dos seguimentos
nodais nele inoculados, e que a cultivar Luau é menos sensivel aos fatores que podem
causar a oxidacgdo, a qual além de ser altamente dependente da espécie e do gendtipo,
bem como do tipo de explante utilizado, também pode ser influenciada por danos fisicos
e quimicos no momento da excisdo e desinfestacdo. Assim, essas etapas devem ser
executadas cuidadosamente, de maneira a minimizar o impasse (TEIXEIRA, 2001).
Além disso, a oxidacdo fendlica também pode ser minimizada pela modificacdo dos
ambientes, e pelo uso de antioxidantes (MONACO; SONDAHL; CARVALHO, 1977).

A interacdo entre os tipos de reguladores de crescimento e 0s niveis de
concentracdo destes, teve efeito significativo para a caracteristica oxidacdo (%). Na
comparacao de médias, pelo teste de Tukey (p<0,05), estudou-se o desdobramento do
efeito dos reguladores de crescimento para cada nivel de concentragdo (Tabela 3).

O maior nivel verificado para a caracteristica esta associado ao meio com
adicdo de ANA, o qual apresentou média estatisticamente superior aos demais
reguladores de crescimento, nas concentracdes de 2,5 (39,87%), 5,0 (45,99%) e 10,0
MM (56,16%). Para a concentracdo de 7,5 puM, a taxa de oxidacdo ndo apresentou
diferencga estatistica para ANA (53,55 %) e 2,4 D (49,05 %). As menores taxas de
oxidacdo foram constatadas no meio com adi¢do de Picloram, cuja menor média foi

associada a concentragdo de 2,5 uM (2,43 %).
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Tabela 3 — Desdobramento do efeito dos reguladores de crescimento para cada nivel de
concentracdo, referente a oxidacdo e presenca de calos embriogénicos, durante 90 dias
apos a inoculacdo de segmentos nodais em meio de inducdo a embriogénese somatica
de Anthurium andraeanum. Fortaleza-CE, 2016

Caracteristicas Avaliadas

Concentragdo dos 3105 Embriogénicos (%) Oxidagéo (%)
reguladores de

_ Reguladores de Crescimento
crescimento (LM)

24D ANA Picloram 24D ANA  Picloram

0 0A 0A 0A 9,74A 974A 9T74A
2,5 933B 2128A 487B 838B 3987A 243C
5 1547A 1601A 942A 28/44B 4599A 16,715C
7,5 987B 2381A 2193A 4905A 5355A 2483B
10 966B 1441B 2422A 4950B 56,16 A 37,88C

*Médias seguidas pela mesma letra mailscula, na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Fonte: Priscila Bezerra dos Santos Melo.

Pela analise de regressdo da figura 1, pode-se observar, por meio das linhas
de tendéncia, o comportamento de cada regulador com relacéo a taxa de oxidacdo, em
funcdo das concentragdes adicionadas ao meio de cultura.

A andlise de regressdo para o regulador de crescimento 2,4 D, demonstra
que 0 modelo estatistico se ajustou aos dados em regresso linear (R* = 0,8924). Para
esse regulador de crescimento, houve um aumento proporcional da taxa de oxidagdo
com relacdo ao incremento da concentragcdo. Assim, o pico da taxa de oxidagéo
coincidiu com a méaxima concentracdo do regulador de crescimento (10 uM). Para os
reguladores de crescimento ANA e Picloram, as andlises de regressdo demonstram que
0s modelos estatisticos se ajustaram aos dados em regressdo quadrética (R? = 0,9634
para ANA; R? = 0,9343 para Picloram). Para ANA, o resultado da analise de regressdo
constou do aumento acentuado da taxa de oxidagdo com o incremento da concentragdo
até o nivel de 2,5 uM, a partir desse ponto 0 aumento da taxa de oxidacao se da de
forma paulatina. Para Picloram, a taxa de oxidacdo aumentou de forma gradativa até a
concentracdo 5 UM, quando o aumento desta taxa passou a ser mais acentuado, em
funcdo do aumento da concentracdo. Esses resultados revelam que a concentracdo dos

reguladores de crescimento influencia a oxidagdo dos tecidos vegetais in vitro, sendo
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que quanto menor a concentragdo dos reguladores de crescimento no meio de cultivo,

menor a oxidacao.

Figura 1 — Analise de regressao do desdobramento do efeito dos niveis de concentracao
para cada um dos reguladores de crescimento, referente a oxidacdo, durante 90 dias
apos a inoculacdo de segmentos nodais em meio de inducdo a embriogénese somatica
de Anthurium andraeanum. Fortaleza-CE, 2016.
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Fonte: Priscila Bezerra dos Santos Melo.

Bassan e colaboradores (2006) consideram que a ocorréncia de compostos
fenolicos pode estar ligada a processos de regulacdo de crescimento, especialmente em
relacdo as auxinas que, dependendo da concentracdo nos tecidos, induzem a sintese
desses compostos. No entanto, a adicdo ao meio de cultivo de compostos antioxidantes,
como cisteina, acido ascérbico e adsorventes, como carvao ativado e PVP, pode ser
decisiva na prevencdo a oxidacédo, a qual € mais acentuada nas fases iniciais de cultivo
(TEIXEIRA, 2001). A reducgéo da luminosidade na camara de fluxo laminar durante a
excisdo dos explantes, e a manutencdo da cultura no escuro no inicio do cultivo,
também sdo consideradas benéficas, pois a luz induz a producdo de fenois na planta
(MARKS; SIMPSON, 1990). No presente estudo, os explantes das cultivares Luau e
Juréia foram mantidos, em meio de inducdo a embriogénese somatica, no escuro por 90
dias. Outros trabalhos desenvolvidos com antario, também avaliaram a taxa oxidagéo
dos explantes de acordo com os tratamentos empregados (PINHEIRO, 2010;
PINHEIRO, 2014; PINHEIRO et al., 2014).
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3.1.2 Formacao de Calos Embriogénicos (%)

As cultivares e o0s reguladores de crescimento apresentaram efeito de
interacdo significativo para a caracteristica formacdo de calos embriogénicos (%)
(Tabela 2).

Pode ser verificado na tabela 2, que o minimo percentual de calos
embriogénicos foi obtido no meio adicionado de 2,4 D para a cultivar Luau (10,60 %), e
2,4 D (7,13 %) e Picloram (7,99 %) para a cultivar Jureia. Em contrapartida, 0 maior
percentual de calos embriogénicos foi obtido no meio acrescido de ANA para a cultivar
Jureia (12,24 %), e ANA (17,97 %) e Picloram (16,12 %) para a cultivar Luau, 0s quais
ndo apresentaram diferenca estatistica. No entanto, o regulador de crescimento ANA
(25 g — R$ 167,00) apresenta vantagem econdmica quando comparado ao regulador de
crescimento Picloram (10 g — R$ 187,00) (SIGMA-ALDRICH®, 2016a,b). Assim,
conclui-se que o meio adicionado de ANA é aquele mais indicado para a embriogénese
somatica das cultivares de antdrio Jureia e Luau.

Ainda analisando a tabela 2, é vélido observar que para a cultivar Luau, as
médias com relacdo ao percentual de calos embriogénicos obtidos, sempre foram
estatisticamente superiores do que aquelas apresentadas pela cultivar Jureia, o que pode
ser explicado pelas menores taxas de oxidacdo dos explantes de Luau, revelando que
esta cultivar possui maior potencial para formacdo de calos embriogénicos.

A interacdo entre os tipos de reguladores de crescimento e 0s niveis de
concentracdo destes, teve efeito significativo para a caracteristica formacgdo de calos
embriogénicos (%). Na comparacdo de médias, pelo teste de Tukey (p<0,05), estudou-
se 0 desdobramento do efeito dos reguladores de crescimento para cada nivel de
concentragéo (Tabela 3).

Na andlise de comparacdo de médias, pode-se constatar que para a
concentracdo 0 UM, representando o meio sem adi¢do dos reguladores de crescimento,
ndo houve formacdo de calos embriogénicos. Esse resultado aponta para a necessidade
de incorporagdo ao meio de cultura, de fontes de reguladores de crescimento para
desencadear o processo morfogenético de embriogénese somatica nos segmentos nodais
de antdrio, cultivares Jureia e Luau.

Para a concentracdo 2,5 pM, o maior percentual de presenca de calos

embriogénicos esta associado ao meio com adicdo de ANA (21,28 %). Para as
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concentragbes de 5 e 7,5 pM, as maiores médias também estdo associadas ao meio
ANA (16,01 % e 23,81 %, respectivamente), embora estas ndo difiram estatisticamente
do percentual de calos embriogénicos no meio com adicdo de Picloram para as mesmas
concentracgdes (9,42 % para 5 UM e 21,93 para 7,5 uM). Para a concentracdo de 10 puM,
0 percentual de calos embriogénicos estatisticamente superior foi obtido no meio
Picloram (24,22 %). No entanto, este resultado ocorreu na concentracdo maxima
empregada no estudo (10 uM). Dessa forma, por mais que 0 meio adicionado de ANA
apresente maiores taxas de oxidacgdo, esta € a auxina que, ainda assim, demonstra maior
potencial para formacdo de calos embriogénicos para as cultivares de antdrio Juréia e
Luau, necessitando de menores niveis de concentracdo para a inducdo a embriogénese
somatica, o que implica em reducdo de custos quando comparada as auxinas 2,4 D e
Picloram. Portanto, entre as auxinas testadas, enfatiza-se mais uma vez, que ANA ¢é a
mais adequada para a inducdo a embriogénese somatica nas cultivares de antdrio
estudadas.

As auxinas desempenham importante papel na indugdo a embriogénese
somatica, etapa esta primordial para obtencdo de mudas oriundas de embrides
somaticos. Dessa forma, estes reguladores de crescimento tém sido bastante aplicados
em pesquisas envolvendo a embriogénese soméatica. Em anturio, estas pesquisas sdo em
sua maioria conduzidas com as auxinas ANA e 2,4 D. Corroborando com o presente
estudo, em que ANA foi a principal auxina responsavel pela inducdo a embriogénese
somatica nas cultivares de ant(rio Jureia e Luau, Pinheiro (2010) obteve resultado
semelhante em trabalho desenvolvido com Anthurium andraeanum cultivar Eidibel.
Neste estudo o autor também testou diferentes fontes de auxinas, bem como diferentes
niveis de concentracdo. O resultado que o autor obteve foi que a auxina ANA, na
concentracdo de 10 puM, proporcionou resultados superiores no estabelecimento de calos
embriogénicos em segmentos nodais da cultivar estudada (1,23), sendo estes resultados
expressos em numero de calos embriogénicos formados. Bhattacharya e colaboradores
(2016) obtiveram os melhores resultados para obtencdo de calos embriogénicos em
meio suplementado com ANA (2,68 uM) e BA (0,27 uM), a partir de explante de folha.
Outros autores obtiveram sucesso em trabalhos conduzidos com a auxina 2,4 D para
induzirem embrides somaticos em antirio, como nas pesquisas de Kuehnle, Chen e
Sugll (1992); Hamidah, Karin e Debergh (1997); Jie (2006); Xin e colaboradores
(2006); Bautista e colaboradores (2008) e Beyramizade e Azadi (2008).
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Pela analise de regressao da figura 2, pode-se observar, por meio das linhas
de tendéncia, o comportamento de cada regulador com relacdo a presenca de calos

embriogénicos (%), em funcéo das concentracGes adicionadas ao meio de cultura.

Figura 2 — Analise de regressao do desdobramento do efeito dos niveis de concentracao
para cada um dos reguladores de crescimento, referente a presenca de calos
embriogénicos, durante 90 dias ap6s a inoculacdo de segmentos nodais em meio de
inducdo & embriogénese somética de Anthurium andraeanum. Fortaleza-CE, 2016.
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Fonte: Priscila Bezerra dos Santos Melo.

As analises de regressdo para os reguladores de crescimento 2,4 D e ANA,
demonstram que os modelos estatisticos se ajustaram aos dados em regressdo quadratica
(R?> = 0,8647 para 2,4 D; R® = 0,7715 para ANA). Para estes reguladores de
crescimento, as linhas de tendéncia indicam um aumento gradativo do percentual de
calos embriogénicos com relagdo ao incremento da concentracdo. No entanto, a partir da
concentracdo 5 UM, para 2,4 D ocorre uma estagnacao do aumento do percentual de
calos embriogénicos, havendo uma queda neste percentual, em funcdo do aumento dos
niveis de concentracdo. O mesmo ocorre para ANA, porém a estagnacdo do aumento do
percentual de calos embriogénicos se da a partir da concentracdo 7,5 UM, sendo este 0
ponto Gtimo para se obter maior percentual de calos embriogénicos para as cultivares
Jureia e Luau. Os resultados obtidos para 2,4 D e ANA, indicam que a medida que 0s
niveis de concentracdo aumentam, esses reguladores de crescimento apresentam efeito

inibitdrio gradual da embriogénese somatica para as cultivares de antario Luau e Jureia.
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Ainda pode-se ressaltar, analisando a linha de tendéncia, que a inibigdo & embriogénese
somatica pode chegar ao nivel de se tornar nula mediante ao incremento continuado
para além da concentracdo de 10 uM dos reguladores de crescimento 2,4 D e ANA.
Porém, estes resultados s6 podem ser confirmados mediante nova condugdo
experimental, empregando-se concentracdes mais elevadas desses reguladores de
crescimento.

Para Picloram, a analise de regressd@o demonstra que o modelo estatistico se
ajustou aos dados em regressio linear (R? = 0,9547), havendo um aumento continuado
do percentual de calos embriogénicos formados, em funcéo do incremento dos niveis de
concentracdo, atingindo a média maxima, superior estatisticamente as demais, quando
empregado ao meio de cultivo na concentracdo de 10 uM. A linha de tendéncia indica
que ainda podem ser empregadas concentragbes mais elevadas, com consequente
aumento do percentual de calos embriogénicos. Assim, uma continuidade no estudo do
comportamento desse fator deve ocorrer a fim de identificar o ponto critico de formacéo
de calos embriogénicos.

Para as interagdes concentracdo x cultivar, cultivar x periodos de avaliacdo e
concentracdo x periodos de avaliacdo, s6 houve efeito significativo para a caracteristica
avaliada presenca de calos embriogénicos.

Quanto ao desdobramento do efeito das cultivares para cada nivel de
concentracdo (Tabela 4), a analise comparativa pelo teste F (p<0,05) entre as cultivares
de anturio Jureia e Luau, revela que a cultivar Luau, dos niveis de concentracdo 2,5 uM
(15,18 %) a 7,5 uM (22,48 %), apresenta médias de percentual de calo embriogénico
estatisticamente superior as médias apresentadas para a cultivar Jureia. Para a
concentracdo 10 puM, as cultivares apresentaram resultados significativamente similares
(16,99 % para Luau; 15,20 % para Jureia).

Pela analise de regressao da figura 3, pode-se observar, por meio das linhas
de tendéncia, o comportamento de cada cultivar com relacdo a presenca de calos

embriogénicos (%), em funcdo das concentracGes adicionadas ao meio de cultura.
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Tabela 4 — Desdobramento do efeito das cultivares para cada nivel de concentracéo,
referente a presenca de calos embriogénicos, durante 90 dias ap6s a inoculacdo de
segmentos nodais em meio de inducdo a embriogénese somatica de Anthurium
andraeanum. Fortaleza-CE, 2016

—— 5
Concentragio dos Calos Embriogénicos (%)

reguladores de Cultivares
crescimento (UM) Jureia Luau
0 0A 0A
2,5 8,47 B 15,18 A
5 7,33 B 1991 A
75 14,59 B 22,48 A
10 15,20 A 16,99 A

*Médias seguidas pela mesma letra mailscula, na linha, ndo diferem entre si pelo teste F (p<0,05).
Fonte: Priscila Bezerra dos Santos Melo.

Figura 3 — Analise de regressao do desdobramento do efeito dos niveis de concentracao
para cada cultivar, referente a presenca de calos embriogénicos, durante 90 dias apds a
inoculacdo de segmentos nodais em meio de inducdo a embriogénese somatica de
Anthurium andraeanum. Fortaleza-CE, 2016.
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Fonte: Priscila Bezerra dos Santos Melo.
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A andlise de regressdao para a cultivar Jureia demonstra que o modelo
estatistico se ajustou aos dados em regresséo linear (R* = 0,8677). Assim, & medida que
h& o incremento da concentracdo dos reguladores de crescimento no meio de cultura,
maior o percentual de calos embriogénicos obtidos para a cultivar. Dessa forma, a maior
média obtida para a caracteristica avaliada (15,20 %), coincide com o maior nivel de
concentracdo dos reguladores de crescimento (10 uM).

Para a cultivar Luau, a analise de regressdo demonstra que o modelo
estatfstico se ajustou aos dados em regressdo quadratica (R?> = 0,9891), em que o
incremento nos niveis de concentracdo dos reguladores de crescimento, resulta no
aumento do percentual de calos embriogénicos até a concentracdo de 7,5 UM, onde
verifica-se maior média (22,48 %). ApOs esse ponto, o percentual de calos
embriogénicos decresce com o0 aumento da concentracdo dos reguladores de
crescimento.

Guerra, Torres e Teixeira (1999) afirmam que a sensitividade da célula em
responder a um estimulo depende das substancias enddgenas presentes. Assim, esses
resultados indicam que os niveis endogenos de hormdnios com efeito sobre a
embriogénese somatica devem ser maiores na cultivar Luau, pois esta necessita de
menores concentracbes de reguladores de crescimento para formagdo de calos
embriogénicos, alcancando o ponto critico de formacdo de calos quando os reguladores
de crescimento tem concentracdo de 7,5 UM, a partir da qual o incremento dos niveis de
concentracdo passa a inibir a embriogénese somética. Para a cultivar Jureia, os niveis de
enddgenos de hormonios com efeito sobre a embriogénese somatica devem ser menores,
portanto, para esta cultivar, sdo necessarias maiores niveis de concentracdo de
reguladores de crescimento para ocorréncia da embriogénese somatica com maior
eficiéncia. Assim, até a concentracdo estudada nesse experimento, ndo se pdde
encontrar o ponto critico de formacdo de calos embriogénicos para a cultivar Jureia.
Assim, nova conducdo experimental pode ser realizada para definir o potencial de
formacédo de calos embriogénicos para a cultivar Jureia.

Quanto ao desdobramento do efeito das cultivares para cada periodo de
avaliacdo (Tabela 5), a anélise comparativa pelo teste F (p<0,05) entre as cultivares de
antario Jureia e Luau, revela que para o periodo de avaliacdo de 15 dias ndo houve
formacdo de calos embriogénicos para as duas cultivares estudadas. Aos 30 dias de

inoculacdo em meio de inducdo a embriogénese somaética foram observados o0s

62



primeiros calos embriogénicos, e para este periodo de avaliagdo, as cultivares Luau e
Jureia apresentaram médias estatisticamente iguais (4,36 % e 5,01 %, respectivamente).
A partir dos 45 dias de avaliacdo da formacdo de calos embriogénicos, as medias para a
cultivar Luau apresentaram-se estatisticamente superiores aquelas apresentadas para a
cultivar Jureia. Para Luau e Jureia as maximas médias de percentual de calos
embriogénicos (14,98 % para Jureia; 25,73 % para Luau) se deram no periodo mais
elevado de avaliacdo, aos 90 dias. Esses fatos afirmam a hipoOtese anteriormente
discutida de que a cultivar Luau apresenta maior potencial na formacdo de calos

embriogénicos.

Tabela 5 — Desdobramento do efeito das cultivares para cada periodo de avaliacao,
referente a presenca de calos embriogénicos, durante 90 dias ap0s a inoculacdo de
segmentos nodais em meio de inducdo a embriogénese somatica de Anthurium
andraeanum. Fortaleza-CE, 2016

Calos Embriogénicos (%)

Periodos de
avaliagéo (dias) Cultivares

Jureia Luau
15 0A 0A
30 501 A 436 A
45 7,44 B 12,12 A
60 12,88 B 21,84 A
75 1439 B 25,46 A
90 14,98 B 2573 A

*Médias seguidas pela mesma letra mailscula, na linha ndo diferem entre si pelo teste F (p<0,05).
Fonte: Priscila Bezerra dos Santos Melo.

Em relacdo ao periodo inicial de formacgdo de calos embriogénicos, o
trabalho de Bautista e colaboradores (2008), obteve resultado similar. Trabalhando com
segmentos de folha de Anthurium andraeanum Lind. variedade Lambada, estes autores
observaram a presenca de calos a partir da quarta semana de cultivo in vitro. Este
mesmo periodo foi observado para formacdo de calos embriogénicos de Anthurium
andraeanum Tera, a partir de explantes de folha, por Beyramizade e Azadi (2008). Em
estudo conduzido por Bhattacharya e colaboradores (2016) o resultado n&o foi diferente.

Neste estudo, para Anthurium andraeanum cultivar Fantasia, a partir de explantes de
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folha, apds 28 dias de cultivo em meio de inducdo a embriogénese somaética, surgiram
0s primeiros embrides somaticos. Pinheiro (2010) observou a formagédo dos primeiros
calos embriogénicos de Anthurium andraeanum cultivar Eidibel, a partir de segmento
nodal e peciolo, ap6s a quinta semana de cultivo em meio de inducdo & embriogénese
somatica. Estes resultados revelam que, para antdrio, sdo necessarios, pelo menos, cerca
de quatro semanas para que ocorra a morfogénese in vitro pela rota embriogenética.

Pela analise de regressao da figura 4, pode-se observar, por meio das linhas
de tendéncia, o comportamento de cada cultivar com relacdo a presenca de calos
embriogénicos (%), em funcdo dos periodos de avaliagéo.

Figura 4 — Andlise de regressdo do desdobramento do efeito dos periodos de avaliagcdo
para cada cultivar, referente a presenca de calos embriogénicos, durante 90 dias apds a
inoculagdo de segmentos nodais em meio de inducdo a embriogénese somaética de
Anthurium andraeanum. Fortaleza-CE, 2016.
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Fonte: Priscila Bezerra dos Santos Melo.

A anélise de regressdo para a cultivar Jureia demonstra que o modelo
estatistico se ajustou aos dados em regressdo linear (R? = 0,9385). Assim, ha um
aumento proporcional no percentual de calos embriogénicos, em funcdo do maior
periodo de permanéncia no meio de indugcdo a embriogénese somatica.

Para a cultivar Luau, a analise de regressdao demonstra que o modelo
estatistico se ajustou aos dados em regressdo quadrética (R? = 0,9385). Dessa forma, a
cultivar apresenta acentuado aumento do percentual de calos embriogénicos, em funcéo

do maior periodo de permanéncia no meio de inducdo a embriogénese somatica, até o
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periodo de avaliagdo de 60 dias (21, 84 %), quando este aumento passa a ser gradual,
até atingir maior percentual de calos embriogénicos, aos 90 dias de avaliacao.

Esses resultados mostram que, para as cultivares de anturio Jureia e Luau,
quanto maior a permanéncia dos explantes em meio de inducdo a embriogénese
somatica, maior o percentual de calos obtidos, até o periodo de 90 dias. Apesar de que
as duas cultivares se comportam dessa forma, para a cultivar Luau o percentual de calos
embriogénicos aumenta de forma estatisticamente superior, ou seja, para obter um
mesmo percentual de calos embriogénicos, é necessario maior tempo de permanéncia in
vitro dos explantes da cultivar Jureia, e menos tempo para 0s explantes pertencentes a
cultivar Luau.

Os resultados dos desdobramentos mostrando os diferentes efeitos das
cultivares Luau e Jureia nas interacbes com o0s reguladores de crescimento,
concentracdes destes reguladores e periodos de avaliacdo, sdo pertinentes. Jie (2006),
induziu embriogénese somatica em cinco cultivares de antario, e destas, apenas uma
(cultivar Sonate) apresentou significativa diferenca no potencial de inducdo a
embriogénese somatica, com maior sensibilidade a esta rota de morfogénese in vitro.
Guerra, Torres e Teixeira (1999) afirmam que as respostas as condi¢fes de cultivo
podem variar quanto a fonte de explante e em funcdo da espécie estudada. Krishnaraj e
Vasil (1995) acrescentam que o gendtipo é considerado um fator muito importante no
desenvolvimento e na fisiologia dos explantes e, portanto, nas respostas destes em
cultura de tecidos. Assim, em virtude da variedade de respostas morfogénicas
propiciadas pela genétipo-dependéncia, os procedimentos de propagacao in vitro devem
apresentar especificacdes quanto aos diferentes genotipos de Anthurium.

E importante também ressaltar que o tipo de explante utilizado no presente
estudo foi responsivo para a embriogénese somatica. Este fato é relevante, pois dentro
de um determinado genotipo, alguns explantes podem ser competentes para a
embriogénese e outros ndo (GUERRA; TORRES; TEIXEIRA, 1999; JIMENEZ, 2001;
2005), o que pode ser confirmado para antdrio em pesquisa conduzida por Pinheiro e
colaboradores (2014). Estes autores utilizaram como explantes segmentos nodais
contendo apenas um no, peciolo, segmentos de raiz sem o apice, folhas completas e
folhas seccionados perpendicularmente & nervura central, para inducdo a embriogénese
somatica em anturio cultivar Eidibel. Os explantes mais competentes para a indugéo de

calos embriogénicos foram derivados a partir de peciolos e segmentos nodais; sendo 0s
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explantes de segmento nodal mais sensiveis. Em contraste, os explantes de folha inteira,
folha seccionada e segmentos de raiz ndo produziram calos embriogénicos, tornando-se
oxidados ap0s cinco semanas em cultura.

A figura 5 apresenta a andlise de regressdo do desdobramento da interagcdo
entre os periodos de avaliacdo e niveis de concentracdo dos reguladores de crescimento,

referente a presenca de calos embriogénicos.

Figura 5 — Analise de regressdo do desdobramento do efeito da interagcdo entre periodos
de avaliagdo e niveis de concentracdo, referente a presenca de calos embriogénicos,
durante 90 dias apds a inoculacdo de segmentos nodais em meio de inducdo a
embriogénese somatica de Anthurium andraeanum. Fortaleza-CE, 2016.
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Fonte: Priscila Bezerra dos Santos Melo.

Para a concentracdo 0 UM, a regressdo nao foi significativa, ja que ndo
houve formacdo de calo embriogénico para 0s meios sem adicdo de regulador de
crescimento. Para os niveis de concentracdo 2,5, 5,0 e 10 uM, as analises de regressdo
demonstraram que 0s modelos estatisticos se ajustaram aos dados em regressdo linear
(R? = 0,9256; R? = 0,9483; R® = 0,9312, respectivamente). Assim, estes niveis de
concentracdo apresentaram médias de percentual de calos embriogénicos que
aumentaram, em fungdo do aumento do tempo de permanéncia em meio de indugdo a
embriogénese somatica. No entanto, este aumento foi mais acentuado para as
concentracdes de 5,0 e 10 uM, enquanto para o nivel de 2,5 UM, o aumento ocorreu de

forma mais paulatina, apresentando médias de percentual de calo embriogénico
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inferiores aquelas apresentadas para os demais niveis de concentracdo dos reguladores
de crescimento, obtendo maior média de 19,8 %, aos 90 dias de avaliacdo. Para 0s
niveis de concentracdo 5,0 e 10 puM, o aumento das médias de percentual de calos
embriogénicos ocorreu de forma similar, sendo que para estes niveis de concentracao as
médias maximas foram de 24,74 % e 25,81%, respectivamente.

Para o nivel de concentragédo 7,5 UM, a anélise de regressdo demonstrou que
o modelo estatistico se ajustou aos dados em regressdo quadrética (R® = 0,9865). Assim,
para este nivel de concentracdo, as meédias de percentual de calos embriogénicos
apresentaram um aumento, em funcdo do tempo de permanéncia em meio de inducéo a
embriogénese somatica, que ocorreu de forma mais acentuada até os 60 dias (25,64 %).
A partir desse periodo, o aumento do percentual de calos embriogénicos passou a
ocorrer de forma mais gradual. Esse fato demonstra uma estabilidade na formacdo de
calos embriogénicos, 0 que pode ser atribuida a uma provavel perda da capacidade de
inducdo a embriogénese somatica pelo tempo prolongado de permanéncia dos explantes
no meio de indugdo, com 7,5 UM de concentracdo dos reguladores de crescimento. E
importante observar que a partir dos 45 dias de permanéncia no meio de cultivo, as
médias obtidas pelo nivel de concentracdo de 7,5 UM, se apresentaram superiores
aquelas apresentadas pelos demais niveis de concentracdo, alcangcando o maximo de
percentual de calos embriogénicos no periodo de avaliacdo de 90 dias (30,88 %). No
entanto, apesar deste periodo apresentar as maiores medias para todas as concentragdes,
estas sdo bem similares aquelas verificadas aos 75 dias de avaliacdo, o que significa
uma economia de tempo de 15 dias para obtencdo de calos embriogénicos a uma taxa
similar.

Esses resultados evidenciam que para as cultivares de antario Jureia e Luau,
dentre os cinco niveis de concentracdo testados, o mais adequado para obter calos
embriogénicos em maior quantidade e menor periodo de tempo é a concentracao de 7,5
UM, e o periodo de 75 dias € ideal para obtencdo de percentual de calos embriogénicos
satisfatorio, segundo o potencial de formacdo de calos embriogénicos pelas cultivares
em estudo.

Com relacdo a hipdtese de perda do potencial embriogénico discutido
anteriormente, Guerra, Torres e Teixeira (1999) ressaltam que a manutengdo prolongada
das culturas embriogénicas em meio com 2,4 D pode induzir variagbes geneticas e

epigenéticas afetando seu potencial embriogénico. Além disso, 0s embriGes somaticos
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podem tornar-se habituados durante periodos prolongados de subcultivos em 2,4 D,
resultando na perda de potencial de maturacdo, e consequentemente, da capacidade de

conversao dos embrides em plantas.

3.2 Microscopia Eletrénica de Varredura

As amostras coletadas para realizacdo da microscopia eletrbnica de
varredura podem ser observadas, a partir do 7° dia de cultivo em meio de inducdo a
embriogénese somatica, nas figuras 6 e 7, para Jureia e Luau, respectivamente.

Figura 6 — Amostras de explantes de segmento nodal (x 1,0 cm de tamanho) de
Anthurium andraeanum cultivar Luau, utilizadas na microscopia eletrbnica de
varredura, para analise tridimensional das estruturas formadas aos 7, 14, 21, 28, 35, 42,
49, 56, 63 e 70 dias (d) de cultivo em meio de inducédo a embriogénese somatica (ESA +
7,5 uM de ANA). Fortaleza-CE, 2016.

Fonte: Priscila Bezerra dos Santos Melo.

Pode-se visualizar que as estruturas formadas no decorrer dos 70 dias em
que os explantes foram submetidos ao meio de inducdo a embriogénese somatica,
apresentaram-se fridveis, de coloracdo amarela e de crescimento radial. Em outras
palavras, os calos que foram formados possuem células com formato arredondado
(isodiamétrico) e mais facilmente separaveis umas das outras. Essas células possuem
caracteristicas meristematicas, sendo promissoras quando se busca a embriogénese
somatica. Estas mesmas observagdes foram feitas por Pinheiro (2010), para as estruturas
formadas em explantes nodais de antdrio cultivar Eidibel, ap6s a quinta semana de
cultivo em meio ESA adicionado de 10 uM de ANA.

Ainda analisando-se as mesmas figuras, pode-se observar que as duas

cultivares apresentaram desenvolvimento de calos de forma similar, e que o registro
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dessas estruturas s6 ocorreu, para as duas cultivares, a partir dos 21 dias de cultivo em

meio de inducdo a embriogénese somatica.

Figura 7 — Amostras de explantes de segmento nodal (£ 1,0 cm de tamanho) de
Anthurium andraeanum cultivar Jureia, utilizadas na microscopia eletrénica de
varredura, para andlise tridimensional das estruturas formadas aos 7, 14, 21, 28, 35, 42,
49, 56, 63 e 70 dias (d) de cultivo em meio de inducdo a embriogénese somética (ESA +
7,5 uM de ANA). Fortaleza-CE, 2016.

Fonte: Priscila Bezerra dos Santos Melo.

Para as cultivares Jureia e Luau, o aspecto tridimensional dos explantes
antes de serem submetidos ao cultivo em meio de cultura de inducdo a embriogénese
somatica, pode ser observado na figura 8. Nota-se que ndo ha intumescimento das

celulas e que uma bainha recobre a gema.

Figura 8 — Amostras de explantes de segmento nodal (+ 1,0 cm de tamanho) das
cultivares de Anthurium andraeanum Jureia (figura A) e Luau (figura B), antes do
cultivo em meio de cultura de inducdo a embriogénese somatica, e suas respectivas
imagens ultraestruturais, obtidas por microscopia eletronica de varredura. A seta azul
indica as células do explante sem presenca de intumescimento na figura A, e a seta
amarela indica a bainha que recobre a gema do explante na figura B. Barras: 1mm.
Fortaleza-CE, 2016.

Fonte: Priscila Bezerra dos Santos Melo.
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A partir da microscopia eletrénica de varredura, foram selecionadas as
imagens que apresentaram as informacdes mais relevantes sobre o desenvolvimento dos

calos embriogénicos, para as cultivares Jureia e Luau (Figuras 9 e 10, respectivamente).

Figura 9 — Imagens, obtidas por microscopia eletrénica de varredura, das amostras de
explantes de segmento nodal de Anthurium andraeanum cultivar Jureia,
correspondentes aos 7, 21, 42 e 56 dias de cultivo em meio de indugdo a embriogénese
somatica (ESA + 7,5 uM de ANA). A seta verde indica células intumescidas e
alongadas. A seta vermelha indica células com formato arredondado. A seta amarela
indica células individualizadas. Barras: 500 pm (7 d); 100 um (21 d); 50 pm (42 d); 200
um (56 d). Fortaleza-CE, 2016.

Fonte: Priscila Bezerra dos Santos Melo.

Aos 7 dias de cultivo, as amostras das cultivares Jureia e Luau,
apresentaram aspecto estrutural similar aquele observado nas amostras de 0 dias de
cultivo. Porém, aos 21 dias de cultivo, as amostras correspondentes as duas cultivares,
apresentaram intumescimento proeminente, indicando intensa divisdo celular. A partir
do intumescimento, as células passaram de formato alongado para um formato
arredondado. Aos 42 dias de cultivo, foi possivel visualizar nitidamente estas células
por dentro da estrutura do calo, para as cultivares Jureia e Luau. Com a medida do
passar do tempo, as células foram se tornando cada vez mais individualizadas, as quais
passaram a ser semelhantes a embrides somaticos em estagio globular. As imagens das
amostras dos 56 dias, para Jureia e 70 dias para Luau, demonstram essas observacoes.

Resultados similares foram relatados por Pinheiro (2014). Por microscopia
eletrobnica de varredura e andlises histolégicas, este autor acompanhou o

desenvolvimento de embrides somaticos em antdrio Eidibel. Apenas aos 15 dias, em
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meio de inducdo de embriogénese somatica, 0 meristema axilar dos explantes
apresentou intumescimento. Aos 40-45 dias os calos embriogénicos tornaram-se
visiveis, apds rompimento da epiderme do segmento nodal. Aos 50-55 dias foi possivel
observar a formacdo de calos embriogénicos friaveis, a partir da diferenciacdo das
celulas meristematicas. Aos 90 dias houve o aumento do tamanho dos calos
embriogénicos de coloragdo amarela, sendo evidenciados embrides somaticos.

O formato isodiamétrico € caracteristico de células meristematicas
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), sendo que os calos embriogénicos sdo compostos, em
sua maioria, por células meristematicas com dimensdes relativamente pequenas e com
citoplasma denso (APPEZZATO-DA-GLORIA; CARMELLO-GUERREIRO, 2003).

Em trabalho desenvolvido por Jie (2006), a inducdo a embriogénese
somatica em cinco cultivares de antario foi acompanhada por microscopia eletronica de
varredura. Os resultados mostraram que as células de calos embriogénicos eram
pequenas e isométricas. Foram identificadas, ainda, massas celulares que consistiam em
muitas células embriogénicas, as quais tinham formato esférico.

Dessa forma, com base nas observagdes que foram feitas no presente estudo,
constata-se que as estruturas formadas nos explantes de anturio Jureia e Luau

corresponderam a calos embriogénicos.

Figura 10 — Imagens, obtidas por microscopia eletrdnica de varredura, das amostras de
explantes de segmento nodal de Anthurium andraeanum cultivar Luau, correspondentes
aos 7, 21, 42 e 70 dias de cultivo em meio de inducdo a embriogénese somatica (ESA +
7,5 uM de ANA). A seta verde indica células intumescidas e alongadas. A seta
vermelha indica células com formato arredondado. A seta amarela indica células
individualizadas. Barras: 200 um (7 d, 42 d e 70 d); 100 um (21 d). Fortaleza-CE, 2016.

Fonte: Priscila Bezerra dos Santos Melo.
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4 CONCLUSOES

A inducdo a embriogénese somatica é viavel como primeira etapa na
obtencdo de mudas de antdrio (Anthurium andraeanum), a partir de embrides somaticos,
para as cultivares Luau e Jureia.

A microscopia eletronica de varredura é eficiente para identificar a
formacéo de calos embriogénicos durante a embriogénese somatica de Luau e Jureia.

A adicdo de auxina, ao meio de cultura ESA (Pierik, 1976 modificado), é
necessaria para que ocorra a formagao de calos embriogénicos, a partir de segmentos
nodais das cultivares Jureia e Luau. O inicio de formacdo destes calos se d& com
aproximadamente 4 semanas.

Entre as cultivares estudadas, a cultivar Luau é a mais responsiva a
embriogénese somatica, e a cultivar Jureia mais propensa a sofrer oxidacao a partir de
explantes de segmentos nodais.

Para obtencdo de uma eficiente inducdo a embriogénese somatica das
cultivares de antdrio Luau e Jureia, é indicado que o meio ESA seja suplementado com
o regulador de crescimento ANA, na concentragdo de 7,5 uM. Os explantes devem
permanecer em meio de indugdo a embriogénese somatica, até os 75 dias apds a

inoculacéo.
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CAPITULO Il - IDENTIFICACAO DE MARCADORES ISSR PARA
CARACTERIZACAO MOLECULAR DE QUATRO CULTIVARES DE
ANTURIO

Resumo - O antdrio é uma flor tropical de grande importancia para o mercado de
ornamentais, apresentando elevado valor de comercializagdo. A principal espécie de
importancia econdémica do género € o Anthurium andraeanum Linden. Como forma de
contribuir para o sucesso do cultivo do anturio e protecdo de cultivares, € de suma
importancia que estas sejam precisamente caracterizadas. A caracterizacdo das
cultivares da espécie, por meio de marcadores moleculares, é uma ferramenta bastante
util para atender o critério de distinguibilidade de cultivares. Assim, objetivou-se com
esse trabalho identificar marcadores moleculares para caracterizacdo das cultivares de
antario Sublime, Luau, Jureia e Maré, utilizando-se amostras de DNA de calos
embriogénicos, obtidos por embriogénese somatica indireta, e folhas oriundas de mudas
estabelecidas in vitro, obtidas por organogénese indireta. Foi realizada a extracdo de
DNA a partir das amostras coletadas para cada cultivar. Foram selecionados 18
marcadores ISSR para caracterizacdo molecular das cultivares de antdrio. Os produtos
da PCR foram visualizados por eletroforese e, posteriormente, foram coletados dados de
presenca (1) e auséncia (0) de bandas, as quais foram utilizadas para construir a matriz
de dissimilaridade genética, utilizando-se o coeficiente de Jaccard. O método de
agrupamento foi o UPGMA, obtendo-se o dendrograma por analise multivariada. Foi
constatado que todos os marcadores ISSR utilizados apresentaram polimorfismo e
foram eficientes para caracterizar e diferenciar as amostras de antdrio estudadas. Pdde-
se identificar marcadores cultivar-especificos. Quanto as distancias genéticas, a cultivar
Sublime revelou-se como a geneticamente mais estavel, e a cultivar Maré, como a mais
instavel. Estes resultados permitem um maior conhecimento das caracteristicas inerentes
de cada cultivar avaliada, sendo aplicaveis para fins de otimizacdo das condi¢des de
cultivo, indicacdo dos melhores cruzamentos para obtencdo de hibridos e até mesmo, na

protecdo das cultivares.

Palavras-chave: Protecdo de cultivares. Fingerprinting. Identidade genetica.
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IDENTIFICATION OF ISSR MARKERS FOR MOLECULAR
CHARACTERIZATION OF FOUR ANTHURIUM'S CULTIVARS

Abstract - Anthurium is a tropical flower of great importance for the ornamental
market, with marketing value. The main species of economic importance of the genus is
the Anthurium andraeanum Linden. The precise characterization of anthurium's
cultivars contribute to the success of anthurium cultivation and is very much important
for cultivars protection. The characterization of cultivars by molecular markers is a
useful tool to meet the criterion of distinctness of cultivars. Thus, the aim os this study
was to identify molecular markers for the characterization of the anthurium's cultivars
Sublime, Luau, Jureia and Maré, using DNA samples from embryogenic calli, obtained
by indirect somatic embryogenesis, and leaves of in vitro established plantlets, obtained
by indirect organogenesis. DNA extraction was performed using the samples collected
for each cultivar. It was selected 18 ISSR markers for the molecular characterization of
the anthurium's cultivars. The PCR products were visualized by electrophoresis and
thereafter, data of presence (1) or absence (0) of bands was collected, which were used
to construct a genetic dissimilarity matrix, using the Jaccard coefficient. The grouping
method used was the UPGMA and the dendrogram was obtained by multivariate
analysis. It was found that all ISSR markers used, exhibited polymorphism and that they
were efficient to characterize and differentiate anthurium's samples studied. It was
possible to identify markers cultivar specific. As for the genetic distances, it was found
that the cultivar Sublime is the most genetically stable among the studied cultivars, and
the cultivar Maré the most unstable. These results allow a better understanding of the
inherent characteristics of each cultivar evaluated, and they can be apply for
optimization purposes of the best conditions of cultivation, crosses indication to obtain
hybrids and even to the cultivars protection.

Keywords: Cultivars protection. Fingerprinting. Genetic identity.
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1 INTRODUCAO

Dentre as flores tropicais que tém apresentado interesse econdémico, 0
cultivo do anturio (Anthurium andraeanum Linden) em vaso e como flor de corte,
apresenta boa aceitacdo nos mercado interno e externo. Dessa forma, existem
perspectivas favoraveis para elevar a sua producdo, comercializacdo e consumo, em
ambos os mercados (ANEFALOS, TOMBOLATO; RICORDI, 2010).

Os esforgos voltados para obtencdo de uma propagacdo cada vez mais
eficiente da cultura tém proporcionado uma éarea de cultivo do ant(rio que cresce
continuamente desde 1991, com a evolucgdo de sua tecnologia de cultivo, uniformidade
de plantas e material basico livre de doencas e virus. Tais caracteristicas foram
conseguidas através do uso da cultura de tecidos, pelo uso de variedades e tecnologias
que contribuiram para 0 aumento da produtividade e expansdo de mercado (VAN
HERK et al., 1998). No entanto, uma das técnicas que ainda podem contribuir
efetivamente para o sucesso do cultivo de anturio é a caracterizacdo dos genotipos da
espécie, por meio da utilizacdo de marcadores moleculares (CAIXETA et al., 2009).

Os marcadores moleculares podem acessar diretamente o genotipo de um
individuo, evitando, assim, a expressdo do fenotipo e a influéncia do ambiente sobre
este (MILACH, 1999). Dessa forma, sdo tidos como ferramentas Uteis para deteccdo de
variacdes no genoma, aumentando o poder da analise genética de plantas (CAIXETA et
al., 2009), o que permite o conhecimento inerente das caracteristicas especificas de cada
cultivar para fim de melhoramento (CASTRO et al., 2004) e a precisa distingdo de
individuos geneticamente diferentes (BOREM, 1997), atendendo o requisito de
distinguibilidade da Lei de Protecdo de Cultivares de n° 9.456 (MILACH, 1999).

Sao varios os tipos de marcadores moleculares disponiveis e estes se
diferenciam pela metodologia empregada para revelar variabilidade em nivel de DNA.
Os principais tipos de sdo identificados por hibridizacdo ou amplificacdo de DNA por
PCR (Polymerase Chain Reaction) (MILACH, 1998).

Dentre os marcadores moleculares identificados por PCR estdo os ISSR, 0s
quais representam uma das classes mais recentes. Esses marcadores apresentam alto
grau de polimorfismo, baixo custo e alta reprodutibilidade, sendo ideais para serem
empregados em estudos de diversidade genética, correlacdes filogenéticas, dentre outros
(LIMA, 2012).
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Visando contribuir para a otimizagdo das condic¢des de cultivo, indicacdo
dos melhores cruzamentos para obtencdo de hibridos e a protecdo de cultivares,
objetivou-se com esse trabalho identificar marcadores moleculares ISSR para
caracterizagdo molecular das cultivares de anturio Sublime, Luau, Jureia e Marg,
utilizando-se DNA de calos embriogénicos, oriundos de embriogénese somaética

indireta, e folhas, oriundas de mudas estabelecidas in vitro, por organogénese indireta.
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2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratdrio de Biologia Molecular, pertencente
a Embrapa Agroindustria Tropical (CNPAT), em Fortaleza (CE).

Como material vegetal, foram utilizadas as cultivares de Anthurium
andraeanum Jureia, Luau, Maré e Sublime, cedidas pelo Instituto Agronémico (IAC),

em Campinas, Sdo Paulo.

2.1 Extracao de DNA

A extracdo de DNA seguiu o protocolo de Cavalcanti (2004), com
modificagdes (Apéndice A), o qual utiliza o tampéo de extracdo CTAB 2 %, cujos
componentes sdo: 100 mM de TRIS-HCL (pH 8,0); 20 mM de EDTA (etilenodiamino
tetra-acético); 1,4 M de NaCl; 2% de CTAB (brometo de cetil-trimetilam6énio) e 2% de
PVP 40 (polivinilpirrolidona).

Para cada cultivar, foram coletadas duas amostras para a extragédo do DNA,
as quais foram constituidas de folhas de mudas de anturio, pré-estabelecidas in vitro por
organogénese indireta, e calos embriogénicos, obtidos por embriogénese somaética
indireta. As mudas pré-estabelecidas in vitro estavam sendo mantidas em meio Pierik
sem adicdo de reguladores de crescimento. O meio de inducdo dos calos embriogénicos
foi o ESA + 10 uM de ANA. Esse meio foi utilizado por ser eficiente na inducdo a
embriogénese somatica em antdrio (PINHEIRO, 2010). Assim, o material vegetal
utilizado no experimento constou de oito amostras: duas amostras diferentes de DNA
para cada uma das quatro cultivares. A identificacdo dessas amostras esta apresentada
na tabela 1.

Os DNAs extraidos foram quantificados em espectrofotdbmetro NanoDrop
2000 e, em seguida, diluidos em agua ultra pura (miliQ) para a concentracdo de 10
ng/ul. A partir das solugdes diluidas realizaram-se as reagbes de PCR. Os DNAs
extraidos foram visualizados através de eletroforese em gel de agarose a 1,8%, preparado
em TBE (90 mM Tris-4cido borico/ 1 mM EDTA) com concentracdo final 1X, corado com
brometo de etidio. O peso molecular de cada fragmento amplificado foi estimado com base

no marcador de DNA 1 kb ladder (Invitrogen).
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Tabela 1 — Identificacdo das amostras de DNA utilizadas para a condugdo do
experimento de identificagdo de marcadores moleculares ISSR, para a caracterizagéo
molecular do anturio. Fortaleza-CE, 2016

Identificacdo das Cultivar Identificacdo das
Amostras de Anturio Amostras de DNA

1 Luau Folha (LF)
2 Sublime Folha (SF)
3 Mareé Folha (MF)
4 Jureia Folha (JF)
5 Luau Calo (LC)

6 Sublime Calo (SC)

7 Maré Calo (MC)
8 Jureia Calo (JC)

Fonte: Priscila Bezerra dos Santos Melo.

2.2 Amplificacdo do DNA

Foram realizados testes preliminares de amplificagdo com 63 iniciadores
ISSR da marca IDT (Integrated DNA Technologies), utilizando-se DNA de folhas e
calos embriogénicos de duas cultivares de antirio selecionadas ao acaso. Estes
iniciadores foram escolhidos com base na temperatura de anelamento (47 a 54 °C) da
PCR. Apds a amplificacdo, foi feita a eletroforese, permitindo a visualizacéo do produto
da PCR em gel de agarose. Assim, com base nos melhores resultados quanto a
amplificacdo em termos de polimorfismo e nitidez das bandas geradas, dos 63
iniciadores testados, foi possivel selecionar 27 para serem aplicados na amplificacdo das
quatro cultivares de antario em estudo. Por fim, foram selecionados 18 iniciadores, 0s
quais apresentaram polimorfismo na amplificacdo de todas as amostras de anturio.

As reacdes de amplificacdo foram feitas em um volume final de 25 pl,
compostas por: 2,5 ul de tampao de reacdo 10x; 1,0 ul de MgCl, 50 mM; 0,50 pl de
dNTPs (2,5 mM/nucleotideo); 2,0 ul de DNA (10 ng/ul); 2,0 ul de cada iniciador
(10uM); 0,2 ul de Taqg DNA polymerase platinum (5 U/ul) e agua miliQ para completar
0 volume da reagéo.

A PCR foi realizada nas seguintes condi¢Ges: 5 minutos a 94 °C

(desnaturacao inicial), seguindo-se de 40 ciclos de desnaturacdo (94 °C por 1 minuto),
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anelamento (47 a 55 °C, dependendo do iniciador, por 1 minuto) e extensdo (72 °C por 1
minuto). Apo6s os 40 ciclos, seguiu-se uma etapa de extensdo final (72 °C por 5
minutos). As reacdes de amplificacdo foram realizadas em dois termocicladores, sendo
um do modelo TC 512, e o outro do modelo FLEXIGENE, ambos da TECHNE. As
reacOes foram preparadas isoladamente.

Apdbs a amplificacdo, foi feita a eletroforese, na qual os produtos da PCR
foram separados em gel de agarose (1,8%), corados com brometo de etideo (0,5 pg/puL)
e submetidos a 90 volts por 2 horas. Posteriormente, os géis foram visualizados sob luz
UV e fotografados em fotodocumentador.

Foram feitas analises visuais dos geéis de agarose para cada iniciador utilizado na
amplificacdo das amostras de DNA de folhas e calos embriogénicos, de cada uma das
cultivares de antirio estudadas. A partir dos padrdes de bandas obtidos com os
marcadores ISSR foi elaborada uma matriz binaria de dados, com base na presenca (1) e
auséncia (0) de bandas. Com estas informacdes, foi calculada a porcentagem de
polimorfismo total e por cada iniciador utilizado, por meio da expressao 1 e a distancia
genética (dissimilaridade genética) entre as amostras, por meio do complemento do
coeficiente de Jaccard (5;), de acordo com a expressao 2.

p= %mnﬂ Expressdo 1

Onde,
P: é a percentagem de polimorfismo;
nbp: é o nimero de bandas polimorficas; e

nth: € o nimero total de bandas.

A

;= Expresséo 2
(A+B+C)

Em que,
A: presenga da mesma banda em ambos os individuos (1-1);
B: presenca da banda em um individuo e auséncia no outro (1-0); e

C: auséncia da banda em um individuo e presencga no outro (0-1).
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A partir da matriz de dissimilaridade genética, foi utilizado o método de
agrupamento UPGMA (Método de média aritmética ndo ponderada) para a obtencédo do
dendrograma, utilizando-se analise multivariada. Também foi calculado o coeficiente de
correlacdo cofenético (r), para avaliar a consisténcia do padrdo de agrupamento, sendo
que valores préximos a unidade indicam melhor representacdo (CRUZ, CARNEIRO;
2003).

O ponto de corte do dendrograma foi definido com base na estimativa da

dissimilaridade genética média (Dgm):

Dgm= > Dgij
N
Onde,
Dgij: dissimilaridade genética entre os individuos i e j;

N: numero de pares obtidos.

As analises estatisticas foram realizadas no programa computacional Genes
(CRUZ, 2008).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Extracdo de DNA

Os DNAs extraidos das diferentes amostras obtidas para cada cultivar, estdo
expostos na figura 1. Com a quantificacdo dos DNAs extraidos, pode-se analisar a
pureza destes, sendo verificada pelas relacdes Azso/ Azgo, aS quais variaram de 2 a 2,2.
Raz0es entre 1,8 e 2,2 séo consideradas ideais (PARPINELLI; RIBEIRO, 2009). Assim,
as amostras obtidas apresentaram boa qualidade, o que é essencial para prosseguir para
a etapa de PCR, pois a integridade do DNA é fundamental para a nitidez e
reprodutibilidade dos produtos de amplificacdo (FERREIRA e GRATTAPAGLIA,
1998).

As quantidades de DNA extraidas foram suficientes para realizagdo de
todas as reacGes, sendo observadas em maior abundancia quando este foi extraido de
amostras de calo embriogénico. A partir dos 30 dias de inducdo a embriogénese
somatica da cultivar de antdrio Eidibel, Pinheiro (2014) verificou, por meio de analises
anatdmicas, tanto em células em divisdo, quanto em calos embriogénicos, grupo de
células com citoplasma denso, nlcleo grande e nucléolo evidente. Assim, a maior
quantidade de DNA é explicada pela grande abundancia de material nuclear das células

de calo embriogénico, as quais apresentam alta taxa de divisao celular.

Figura 1 — Visualizacdo dos DNAs extraidos em gel de eletroforese a 1,8% de agarose,
em TBE. A primeira e Gltima colunas correspondem ao marcador 1 kb da invitrogen. As
demais colunas sdo as amostras dos DNAs de antario Luau (L), Sublime (S), Maré (M)
e Jureia (J), a partir de folhas (F) de mudas estabelecidas in vitro e calos embriogénicos
(C), totalizando 8 amostras. As amostras de DNA foram extraidas em replicatas (1 e 2).

1kb  F1-L(1) F2-L(1) F1-§(2) F2-S(2) F1-M(3) F2-M (3) F1-J (4) F2-J (4) C1-L(5) C2-L(5) €1-S(6) cz-S(s)'E-M(n C2-M(7) C1(8) C24(8) 1kb

——-—-—"-"-i"Hﬁ"HHE_

Fonte: Priscila Bezerra dos Santos Melo.
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3.2 Amplificagdo do DNA

Na tabela 2 estdo listados os 18 marcadores selecionados para analise da
diversidade genética entre as oito amostras (1-FL; 2-FS; 3-FM; 4-FJ; 5-CL; 6-CS; 7-
CM e 8-CJ) de anturio, os quais amplificaram um total de 175 fragmentos, havendo
variacdo no ndmero destes para cada iniciador. O numero total de fragmentos
polimorficos foi de 158, correspondendo a 90,28% de polimorfismo. Os polimorfismos
individuais variaram de 57,14% (1 825) a 100% (I 810, | 811, 1817, 1 826, 1 828, | 844,
| 855, 1 856, | 858, | 859 e | 878). A média de fragmentos polimdrficos gerados por
iniciador foi de 8,78. O alto nivel de polimorfismo indica que os iniciadores utilizados
no presente trabalho sdo Uteis para a caracterizacdo das diferentes amostras de anturio
estudadas.

Souza Neto e colaboradores (2014), trabalhando com a caracterizacdo
molecular de 20 gendtipos de Anthurium andraeanum, obtiveram uma média de 13,76
fragmentos polimérficos gerados por iniciador ISSR, correspondendo a 91,05 % de
polimorfismo. Em experimento conduzido por Venkat e colaboradores (2014) com a
construcdo de mapa genético entre duas espécies de anturio (Anthurium ornatum e
Anthurium andraeanum), cada primer ISSR produziu entre um e dois fragmentos
polimorficos, com 100 % de polimorfismo total. Estes resultados, independentemente
das médias de fragmentos polimorficos geradas por primer, sdo similares em termos de
polimorfismo total aos obtidos no presente estudo, o que indica que os marcadores ISSR
sdo eficientes em detectar polimorfismo na espécie de antlrio estudada. Gantait e
Sinniah (2011), em experimento conduzido com Anthurium andreanum cultivar
CanCan, submeteram amostras de DNA de plantas, obtidas por micropropagacao e
derivadas de sementes, a uma andlise sobre a integridade genética explorando
iniciadores ISSR, os quais exibiram um padrdo monomorfico de bandas, revelando
assim, a manutencdo da identidade genética das plantas obtidas pelos diferentes
métodos de propagacdo. Com este resultado pode-se concluir que a utilizacdo de
marcadores ISSR para caracterizacdo de cultivares de anturio € uma ferramenta

confiavel.
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Tabela 2 — Identificacdo, bandas geradas e polimorficas, e percentual de polimorfismo
dos 18 iniciadores ISSR utilizados na caracterizagdo das amostras de anturio em estudo.

Iniciador (Sequéncia 5°— 37) Bandas Bandas Polimorfismo
ISSR geradas  polimérficas (%)
807 5° AGA GAG AGA GAG AGA GT 8 6 75,00
810 5’ GAG AGA GAG AGA GAG AT 5 5 100,00
811 5’ GAG AGA GAG AGA GAG AC 7 7 100,00
817 5 CAC ACA CAC ACA CAC AA 8 8 100,00
818 5 CAC ACA CAC ACACAC AG 9 8 88,89
825 5> ACACAC ACACACACACT 7 4 57,14
826 5° ACA CAC ACACACACACC 7 7 100,00
828 5 TGT GTG TGT GTG TGT GA 13 13 100,00
829 5 TGT GTG TGT GTG TGT GC 9 8 88,89
844 5’CTCTCTCTCTCTCTCTRC 11 11 100,00
846 5’ CAC ACA CAC ACA CAC ART 15 12 80,00
847 5> CAC ACA CAC ACA CAC ARC 13 8 61,54
849 5 GTG TGT GTG TGT GTG TYA 11 9 81,82
855 5 ACACACACACACACACYT 8 8 100,00
856 5 ACA CAC ACA CAC ACACYA 11 11 100,00
858 5 TGT GTG TGT GTG TGT GRT 12 12 100,00
859 5 TGT GTG TGT GTG TGT GRC 11 11 100,00
878 5’ GGATGG ATG GAT GGA T 10 10 100,00
Total 175 158 90,28

*Nucleotideos degenerados: R: A,G; Y: C,T.
Fonte: Priscila Bezerra dos Santos Melo.

Na figura 2 pode-se observar o perfil de amplificacdo de um dos iniciadores

ISSR (I 807), escolhido por apresentar pelo menos um produto com padrédo adequado

[(presenca (1) ou auséncia de bandas (0)]. O padrdo de amplificacdo encontrado

apresentou um grande numero de bandas, sendo esta uma caractleristica dos

marcadores ISSR.
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Figura 2 — Padréo de amplificacdo de oito amostras de anturio, utilizando o iniciador |
807. A primeira coluna corresponde ao marcador 1 kb da invitrogen. As quatro
posteriores colunas sdo as amostras dos DNAs de antario de folhas: 1- Luau; 2-
Sublime; 3- Maré¢; 4- Jureia. As quatro posteriores colunas sao as amostras dos DNASs
de antdrio de calos embriogénicos: 5- Luau; 6- Sublime; 7- Mare; 8- Jureia. As setas
amarela e vermelha, indicam bandas polimérficas e monomérficas, respectivamente.

Fonte: Priscila Bezerra dos Santos Melo.

Apesar de todos os iniciadores selecionados, de uma maneira geral,
apresentarem-se eficientes na caracterizacdo molecular das cultivares de antdrio
empregadas no trabalho, pdde-se selecionar os iniciadores ideais para caracterizagcdo
molecular de cada cultivar, em particular. A selecdo desses marcadores se da pela
identificacdo de marcadores que detectam polimorfismo capaz de diferenciar apenas
uma cultivar das demais. Esta selecdo pode ser visualizada na tabela 3, cuja analise
permite verificar que as amostras de DNA de calos embriogénicos, possuem maior ou
igual nimero de marcadores especificos, quando comparados as amostras de folhas.
Esse resultado pode ser explicado pela diferenca do estadio fisioldgico entre as duas
amostras de DNA para cada cultivar. O tecido da folha ja esta diferenciado, enquanto o
tecido do calo embriogénico estd em processo de desdiferenciacdo e rediferenciacao.
Assim, maiores sdo as chances de serem geradas mutacdes e, portanto, maior 0 numero
de sequéncias especificas que podem ser reconhecidas pelos marcadores moleculares.
Em trabalho desenvolvido por Buldewo, Pillay e Jaufeerally-Fakim (2012) com a
identificacdo da diversidade genética entre 12 cultivares de Anthurium andraeanum,
marcadores ISSR exibiram polimorfismos Unicos Uteis para a distingdo mais facilitada

de algumas dessas cultivares.
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A selecdo de marcadores especificos para caracterizacdo molecular de
determinada cultivar, € muito importante para a protecéo de cultivares e propicia que o

melhorista tenha mais facilidade em identificar uma nova cultivar para langcamento.

Tabela 3 — Marcadores ISSR ideais para caracterizagdo molecular das cultivares de
anturio Luau, Sublime, Maré e Jureia, a partir de amostras de folha (obtidas de mudas
estabelecidas in vitro por organogénese indireta) e de calos embriogénicos (obtidos por
embriogénese indireta de segmentos nodais)

Cultivar  Amostra de DNA com informacdo particular  Iniciadores ISSR

de presenca ou auséncia de bandas selecionados
Folha 847
Luau Calo 811, 828, 858, 878
Folha 828, 846
Sublime Calo 807, 817
Folha 811, 825,856
Maré Calo 818, 828, 846, 847,
859, 878
Folha 847, 858, 878
Jureia Calo 828, 844, 849

Fonte: Priscila Bezerra dos Santos Melo.

A andlise da matriz de dados binarios permitiu observar que alguns
marcadores moleculares ndo apresentaram diferenca na caracterizacdo molecular de
folhas e calos embriogénicos pertencentes a uma mesma cultivar. Esses marcadores
estdo listados na tabela 4, bem como as cultivares correspondentes. A igualdade
genética entre as duas amostras de DNA utilizadas para caracterizacdo molecular de
uma mesma cultivar, ja € um fato esperado, pois 0 genotipo € a constituicdo genética
elementar de um individuo, assim, salvo por eventos genéticos extraordinarios, ele nao
deve mudar. No entanto, a exce¢do dos marcadores listados na tabela 3, a caracterizagdo
molecular provida pelos demais iniciadores, para as amostras de folha e calo
embriogénico de uma mesma cultivar, foi distinta. Esse fato pode ser explicado pela

maior tendéncia a ocorréncia de mutacdes em células de calos embriogénicos, pois estas

90



ainda nédo estdo diferenciadas, gerando polimorfismo entres amostras de uma mesma
cultivar.

De acordo com a tabela 4, verifica-se que para as cultivares Luau, Maré e
Jureia, foi apontado apenas um marcador monomorfico na caracterizagdo de folhas e
calos embriogénicos pertencentes & mesma cultivar, diferente do que ocorreu para a
cultivar Sublime, quando seis marcadores moleculares apresentaram-se monomorficos.
Com base no que ja foi discutido, esse fato indica que a cultivar Sublime tem maior
estabilidade genética do que as demais cultivares, e assim o polimorfismo entre as duas
amostras de DNA é minimo (distancia genética: 0,239).

Tabela 4 — Iniciadores monomorficos empregados na caracterizacdo molecular de
amostras de DNA de folhas e calos embriogénicos de cultivares de quatro cultivares de
antdrio

Cultivar Iniciadores ISSR monomdrficos
Luau 825

Sublime 818, 825, 829, 847, 849, 858
Maré 849
Jureia 811

Fonte: Priscila Bezerra dos Santos Melo.

A partir dos dados de presenca (1) e auséncia (0) de bandas observadas com
a eletroforese, foi gerada uma matriz com a distancia genética entre as amostras de

anturio, a qual esta apresentada na tabela 5.

Tabela 5 — Matriz de dissimilaridade obtida para as quatro amostras de folha (F) e
quatro amostras de calo (C) de antario estudadas, indicando a distancia genética entre
cada uma delas. Amostras: 1 - Luau F; 2 - Sublime F; 3 - Maré F; 4 - Jureia F; 5 - Luau
C; 6 - Sublime C; 7 - Maré C; 8 - Jureia C

1 2 3 4 5 6 7 8
1 0 0,511 0,477 0,362 0,400 0,465 0,570 0,381
2 0 0,586 0,560 0,569 0,239 0,623 0,545
3 0 0,500 0,579 0,547 0,508 0,500
4 0 0,299 0,534 0,625 0,444
5 0 0,587 0,635 0,519
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6
7
8

0

0,539

0

0,450
0,463
0

Fonte: Priscila Bezerra dos Santos Melo.

Para melhor observacdo das distancias genéticas, estas foram listadas em

ordem crescente na tabela 6. Os valores mais baixos de distancia genética representam

as amostras mais similares, e os valores mais altos, as amostras mais distantes

geneticamente. A distancia genética entre as amostras variou de 0,239 a 0,635. Os

menores indices de dissimilaridade foram observados entre as amostras 2 e 6 (0,239), e

4 ¢ 5 (0,299). Em contrapartida, os maiores indices de dissimilaridade foram observados

entre as amostras 2 e 7 (0,623), 4 e 7 (0,625) e 5e 7 (0,635).

Tabela 6 — Ordem crescente da distancia genética entre amostras de folha (F) e calo (C)
de anturio, indicando as amostras com maior similaridade (menor distancia) e
dissimilaridade genética (maior distancia). Amostras: 1 - Luau F; 2 - Sublime F; 3 -
Maré F; 4 - Jureia F; 5 - Luau C; 6 - Sublime C; 7 - Maré C; 8 - Jureia C

Amostras Distancia Genética Amostras Distancia Genética
2eb 0,239 4eb6 0,534
4eb 0,299 6e7 0,539
le4d 0,362 2e8 0,545
le8 0,381 3eb 0,547
leb 0,400 2e4 0,560
4e8 0,444 2e5 0,569
6e8 0,450 le7 0,570
7¢8 0,463 3eb 0,579
le6 0,465 le3 0,586
le3 0,477 5e6 0,587

3e4;3e8 0,500 2e7 0,623
3e7 0,508 4e7 0,625
le2 0,511 5e7 0,635
5e8 0,519

Fonte: Priscila Bezerra dos Santos Melo.
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Quanto maior a dissimilaridade obtida entre diferentes genotipos, maiores as
chances de estes serem considerados promissores em processos de melhoramento
genético, e possiveis genitores de novas variedades. Ja o cruzamento entre genotipos de
antlrio que apresentem baixa dissimilaridade ndo € interessante para programas de
melhoramento da espécie, devido a baixa heterogenia dos gendtipos e consequente
baixa probabilidade de ocorrerem novas variantes a partir deste cruzamento (SOUZA
NETO et al., 2011). Assim, as plantas provenientes das amostras 2 e 5, correspondentes
as amostras de folha de Sublime e a amostra de calo embriogénico de Luau,
respectivamente, podem ser utilizadas para cruzamento com plantas provenientes da
amostra 7, correspondente a amostra de calo embriogénico de Maré, obtendo-se
progénies variantes. No entanto, o melhorista deve considerar os caracteres mais
apropriados que devem ser selecionados nos genitores, para obtencdo de genoétipos
superiores.

As diferentes distancias genéticas verificadas no presente estudo, revelando
proximidade, bem como distancia genética relevante entre diferentes cultivares de
Anthurium andraeanum, podem ser verificadas, de forma similar, em outros trabalhos
desenvolvidos com a caracterizacdo molecular da espécie. Em pesquisa conduzida por
Buldewo, Pillay e Jaufeerally-Fakim (2012) marcadores ISSR foram utilizados na
identificacdo da diversidade genética entre 12 cultivares de Anthurium andraeanum. As
distdncias genéticas entre os diferentes gendtipos variaram de 0,24 a 0,78, revelando
ampla variabilidade genética entre 0s gen6tipos em estudo. O trabalho desenvolvido por
Souza Neto e colaboradores (2014) envolveu 20 gendtipos de anturio, os quais tiveram
a diversidade genética estimada com a utilizacdo de marcadores ISSR e RAPD. Os
autores geraram uma matriz binaria conjunta para estes marcadores. Os maiores valores
de similaridade corresponderam a 0,27, entre os gendtipos SA 01 e SA 02, os quais
compartilhavam muitas caracteristicas comuns, sendo inadequados para cruzamentos. Ja
0s genotipos SA 01 e NA 33, que compartilhavam apenas uma caracteristica em
comum, apresentaram a maior dissimilaridade, de 0,914. Assim, segundo Souza Neto e
colaboradores (2011) o cruzamento entre os genotipos SA 01 e SA 02 néo seria viavel
para obtencdo de novas variantes. Ja os genotipos SA 01 e NA 33, por apresentarem
grande dissimilaridade entre si, podem ser considerados promissores em processos de

melhoramento genético e possiveis genitores de novas variedades.
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A partir da matriz de distancias genéticas, utilizando-se o método de
agrupamento UPGMA, por meio do coeficiente de Jaccard, foi gerado o dendrograma
de dissimilaridade genética (Figura 3), com ponto de corte de 0,50, o qual foi obtido
pela distdncia genética média. O valor do coeficiente de correlagdo cofenética (CCC)
calculado foi de 0,8522. De acordo com Rohlf (1970), valores de coeficiente de
correlacdo cofenética menores que 0,7 indicam inadequacdo do método. Assim, o valor
do coeficiente obtido no presente trabalho indica boa representatividade do

dendrograma de dissimilaridade genética gerado para as amostras de antdrio em estudo.

Figura 3 — Dendrograma de dissimilaridade genética entre quatro amostras de folha (F)
e quatro amostras de calo (C) de antario. Grupos formados: | (2 - Sublime F; 6 -
Sublime C); Il (1 - Luau F; 4 - Jureia F; 5 - Luau C; 8 - Jureia C); Grupo Il (3 - Maré
F); Grupo IV (7 - Maré C).
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Fonte: Priscila Bezerra dos Santos Melo.

O ponto de corte, gerado pela distancia genética média, resultou na divisao
das amostras em quatro grupos, os quais podem ser observados na tabela 7. No primeiro
grupo estdo as amostras 2 e 6, as quais correspondem as amostras de folha e calo
embriogénico da mesma cultivar (Sublime). Assim, por mais que haja distancia genética
entre amostras de uma mesma cultivar, esta tendera a ser minima.

O mesmo ocorre com o segundo grupo, no qual as amostras 1 e 5, e 4 e 8,
correspondem as amostras de folha e calo embriogénico das mesmas cultivares de

anturio, Luau e Jureia, respectivamente. No entanto, é importante observar que dentro
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do grupo, as amostra 4 e 5 sdo aquelas mais proximos geneticamente, bem como as
amostras 1 e 8. Porém, as quatro amostras integrantes do grupo possuem maior
similaridade genética, quando relacionados aquelas amostras em grupos distintos.

Os grupos Il e 1V, sdo os mais afastados geneticamente dos demais, sendo
compostos pelas amostras 3 e 7, respectivamente, correspondendo, nesta ordem, as
amostras de folha e calo embriogénico da cultivar Maré. Diferentemente dos casos
anteriores, os dois tipos de amostras de DNA da cultivar Mare, possuem distancia
genética bem superior, ndo estando ligados pelo agrupamento de similaridade genética.

Esses resultados s&o similares ao caso anteriormente discutido sobre
diferencas na caracterizacdo molecular entre amostras de DNA de folhas e calos
embriogénicos, para uma mesma cultivar. Assim, ele pode ser explicado da mesma
maneira, com a ressalva de que nesse caso, a comparacao é feita entre e dentro dos
grupos formados, porém, segue 0 mesmo raciocinio, ou seja, a cultivar Sublime é aquela
que possui maior estabilidade genética e a cultivar Maré, a menor, além de possuir a
maior distancia genética entre as amostras de antdrio estudadas. Por fim, quando
comparadas as cultivares Sublime e Maré, as cultivares Sublime e Jureia sdo mais
proximas geneticamente entre si. Estes resultados enfatizam que, dentre as cultivares
estudadas, a cultivar Maré é aquela mais indicada para ser usada em programas de

melhoramento genético d anturio.

Tabela 7 — Agrupamento das amostras de folha (F) e calo (C) de anturio, pelo método
de UPGMA, utilizando o coeficiente de Jaccard. Amostras: 1 - Luau F; 2 - Sublime F; 3
-Maré F; 4 - Jureia F; 5 - Luau C; 6 - Sublime C; 7 - Maré C; 8 - Jureia C

Grupo Amostras
| 2eb
I 1,4,5e8
Il 3
v 7

Fonte: Priscila Bezerra dos Santos Melo.

A caracterizacdo molecular de cultivares de antdrio, a partir de DNA de
diferentes tecidos, possivelmente é uma novidade na area de pesquisa dessa espécie,

sendo o presente trabalho um dos primeiros desenvolvidos com este estudo.

95



4 CONCLUSOES

O protocolo de extracdo de DNA utilizado neste trabalho foi eficiente para
obtencdo de DNA de qualidade e em quantidade satisfatdria, a partir de amostras de
folhas e calos embriogénicos pertencentes as cultivares de antdrio Luau, Sublime, Maré
e Jureia.

Os marcadores ISSR selecionados para amplificacdo das amostras de DNA
foram eficientes em detectar polimorfismos entre as cultivares.

Foram  distinguidos marcadores polimérficos especificos para
caracterizacdo molecular de cada uma das amostras de DNA das cultivares, o que pode
garantir maior eficiéncia nos processos de lancamento de novas cultivares, bem como
na protecdo legal destas.

Amostras de DNA de folhas e calos embriogénicos podem apresentar
diferentes graus de polimorfismo, para uma mesma cultivar, sendo que Sublime é a

cultivar geneticamente mais estavel e Maré, a menos estavel.
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APENDICE A - PROTOCOLO DE CALVALCANTE (2004), COM
MODIFICACOES

1. Pesar aproximadamente 1 g dos materiais vegetais selecionados (folhas e calos
embriogénicos) de cada variedade.

2. Colocar o material vegetal no microtubo de 2 ml, adicionar cuidadosamente nitrogénio
liquido, e triturar o material com o auxilio de um bastdo até obter um pé bem fino.
Colocar o microtubo aberto no gelo e fechar o anterior.

3. Adicionar 700 pl de Tampao de Extragao CTAB 2% + PVP 2% em cada microtubo.

4. Homogeneizar no vortex por alguns instantes, e pér no banho-maria.

5. Deixar no banho-mariaa 65 °C por trés minutos.

6. Mexer bem, invertendo os tubos de duas a trés vezes.

7. Na capela de exaustdo, adicionar 700 ul de solu¢ao de cloroférmio + alcool isoamilico
(24:1).

8. Mexer bem, invertendo os tubos por 2 a 3 minutos.

9. Centrifugar por 10 min a 13000 rpm (velocidade maxima).

10. Cuidadosamente, transferir a fase superior para um novo microtubo (com auxilio de
pipeta de 200 pl).

11. Repetiros passos 7, 8, 9 e 10.

12. Adicionar 450 pl (2/3 do volume) de isopropanol gelado (-20 °C) para precipitaro DNA.
13. Mexer bem, invertendo cinco vezes.

14. Centrifugara 13000 rpm por 5 min.

15. Descartar o sobrenadante (todo o liquido do microtubo) e inverter os microtubos em
papel toalha.

16. Lavar o pellet de DNA: adicionar 500 pl de etanol 70% gelado e inverter os microtubos
de 2 a 3 vezes, cuidadosamente.

17. Centrifugara 13000 rpm por 5 min.

18. Remover, cuidadosamente, o etanol, com auxilio de pipeta de 200 pl.

19. Secar o DNA, deixando os tubos abertos para evaporar o etanol, em temperatura
ambiente por 12 horas.

20. Suspender novamente o DNA em 50 ul de TE.

21. Adilcionar RNAse na concentracdo final de 10 ug/ml (1,5 ug/ul em 50 ul de TE), e
incubar por 30 min a 37 2C para que o RNA possa ser digerido.

22. Armazenar a -20 eC.

Obs.: Os microtubos devem estar marcados para diferenciar os genétipos.
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