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1. INTRODUCAO

O cacaueiro (Theobroma cacao L.) é uma espécie tropical da
familia Malvaceae que tem um elevado valor econdémico, por ser a
principal fonte na producéo de chocolate. Além disso, hd um crescente
interesse devido ao seu alto conteldo de polifendis, os quais tém
mostrado efeitos benéficos em doencas cardiovasculares e propriedades
antioxidantes. O cacaueiro a além de ser um dos principais componentes
econdmicos nas regides onde é cultivado exerce também um importante
papel na preservacdo ambiental. Apesar da sua utilidade, as
caracteristicas botanicas que esta espécie apresenta, associadas a um alto
grau de auto-incompatibilidade, os plantios comerciais apresentam alta
heterozigosidade genética, afetando diretamente a produtividade do seu
cultivo, gerando assim a necessidade dos melhores gendtipos serem
propagados assexuadamente. Por estdo razdo, a embriogénese somatica
se configura como alternativa eficiente para a propagacdo de genétipos
elite, permitindo a captura e fixacdo de ganhos genéticos.

A técnica de cultura de tecidos, como a embriogénese somatica
tem sido rotineiramente usada tanto como uma técnica de propagacéao
clonal de plantas, bem como um modelo valido para investigar eventos
estruturais, fisiolégicos e moleculares que ocorrem durante o
desenvolvimento embrionario.

No presente trabalho buscou-se avaliar a resposta embriogénica e
capacidade de formar embrifes somaticos dos genoétipos do grupo
genético Nacional, visando estabelecer um protocolo de propagacéo
baseado na embriogénese somatica.

Em Theobroma cacao L. muitos estudos da embriogénese
somatica tém sido realizados, com a finalidade de desenvolver um
protocolo eficiente que permitam a propagacdo de gendtipos de elite,
ndo entanto problemas associados com a formagdo de um baixo nimero
de embribes, baixas taxas de conversdo e resposta embriogénica
altamente genotipo-dependente, tem sido os principais limitantes de esta
técnica.
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Assim, também integraram-se duas técnicas como a quantificacdo
do padrdo de metilacdo do DNA de embribes e das plantulas obtidas
durante a embriogénese somatica, assim como também a elaboragéo de
um perfil protedbmico dos embrifes somaticos formados durante a
embriogénese somética de Theobroma cacao L. Propondo-se identificar
a relacdo da metilacgio DNA e a capacidade conversdo dos embrides
somaticos, visto que a metilagdo do DNA é um dos mediadores chave
no mecanismo epigenético associado ao desenvolvimento embrionario.

Através do perfil protebmico esperou-se identificar proteinas
especificas diferencialmente expressas que estdo determinando a
capacidade de conversdo dos embrides somaticos.

A embriogénese somatica é uma rota morfogenética que
compreende uma sequéncia de passos que incluem a inducdo da
desdiferenciacdo de células somaticas, a aquisicdo de competéncia
embriogénica e a formacdo do embrido somatico, regulados pela
demetilagdo do DNA e mediadas por reguladores de crescimento,
desencadeando a duplicacdo do DNA, a transcricdo de proteinas e a
formacéao de embrides.

Neste contexto, o presente trabalho foi estruturado em capitulos,
0s quais se espera facilitem a compreensdo dos resultados obtidos. O
primeiro capitulo consiste no estado da arte e situacdo do problema, no
qual a traves de uma revisao bibliografica se trata de mostrar aspectos
relevantes de Theobroma cacao L., da embriogénese somatica, da
metilacdo do DNA e da protedmica em plantas. O segundo capitulo
consiste na avaliagcdo da resposta dos genotipos de grupo Nacional a
embriogénese somatica. O terceiro capitulo relaciona aos niveis de
metilagdo do DNA global em embriGes soméaticos formados durante a
embriogénese somética secundaria e as plantulas obtidas durante a
conversdao e o quarto aborda a protedmica comparativa como uma
ferramenta para identificar proteinas relacionadas com a capacidade de
conversdo dos embrides somaticos de Theobroma cacao L.
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2. OBJETIVOS

2.2 Obijetivo Geral

O presente trabalho tem como objetivo avaliar a resposta
embriogenética de gendtipos de Theobroma cacao L. do Equador e
elucidar aspectos relacionados aos padrdes de metilagdo do DNA global
e o perfil de proteinas com a capacidade de conversdo dos embrides
somaticos.

1.1 Objetivos Especificos

Avaliar a variabilidade e eficiéncia genotipica da embriogénese
somatica de Theobroma cacao L. em quatro genétipos do grupo
genético Nacional.

Comparar os niveis de metilacdo global dos embrides sométicos
formados como resultado da embriogénese somatica secundaria de
Theobroma cacao L. e das plantulas regeneradas apds a conversao dos
embrides.

Estabelecer um perfil proteico e identificar as proteinas
diferencialmente expressas em dos tipos de embrides somaticos
formados durante a embriogénese somatica secundaria de Theobroma
cacao L.
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CAPITULO 1 - ESTADO DA ARTE E SITUACAO DO
PROBLEMA

1. Theobroma cacao

O cacaueiro é uma planta neotropical citada pela primeira vez na
literatura botanica por Charles de L’Ecluse, que a descreveu sob o nome
de Cacao fructus. Em 1937, foi descrita por Linneu como Theobroma
fructus, sendo que essa classificacdo permaneceu até 1953, quando foi
definitivamente  designado como  Theobroma  cacao L.
(CUATRECASAS, 1964).

Segundo VAN HALL (1914), o centro de origem do cacaueiro é
a regido do Orinoco e a bacia Amazdnica. CHEESMAN (1944) indica
gue o centro de origem do T. cacao esta localizado no Alto Amazonas,
no limite Equador-Colémbia no ecossistema formado pela influéncia da
cordilheira dos Andes. Em condicdes espontaneas é encontrado no
estrato inferior das florestas, em clareiras e beirando os grandes rios,
onde predominam condi¢bes de temperatura e umidades elevadas
(CHEESMAN, 1944; CUATRECASAS, 1964; BARTLEY, 2005).
Acredita-se que a espécie foi domesticada na Mesoamérica (DIAS,
2001), sendo a tUnica regido onde existem provas de que o cultivo do
cacaueiro existiu antes da conquista europeia (PATINO et al., 2002).

O cacaueiro se espalhou em duas dire¢cdes, dando origem a
grupos genéticos distintos (CHEESMAN, 1944; CUATRECASAS,
1964; SORIA, 1966; BRAUDEAU, 1969). O grupo dos Crioulos se
disseminou em direcdo & América Central e sul do México, sendo
considerado o primeiro cacau domesticado (CUATRECASAS, 1964;
BARTLEY, 2005). O grupo dos Forasteiros se disseminou ate a
Amazonia e no nordeste de América de Sul. Além destes grupos, um
terceiro grupo genético denominado grupo dos Trinitarios, constituido
de hibridos naturais entre Forasteiros e Crioulos, foi encontrado em
plantacdes devastadas por doencas em Trinidade (CHEESMAN, 1944).
Como processo da disseminacao pela influéncia humana existe também
populacdes silvestres desde o Sul do México até as bordas meridionais
da Amazbnia (SOUZA; DIAS, 2001; MOTAMAYOR et al., 2002).
MOTAMAYOR et al. (2008), com auxilio de analises moleculares,
demonstraram que ao invés dos grupos tradicionais Crioulo e Forasteiro
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e seus hibridos (Trinitarios), existem 10 grupos geneticamente
diferentes, sendo que a maior diversidade genética da espécie se
encontra no oeste da Amazbnia, onde localizam-se sete grupos,
incluindo o grupo Nacional (Figura 1). Considera-se que esta
classificacdo reflete com maior precisdo a diversidade genética da
espécie, a qual influencia diretamente na qualidade de chocolate que
cada um produz.
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Figura 1 — Distribui¢do geogréfica da diversidade genética de cacaueiro
(Theobroma cacao L). Fonte: MOTAMAYOR et al., 2008.

Existem evidéncias de que arvores abandonadas de cacaueiro
sobreviveram em ecossistemas florestais Umidos, o que o levou a ser
classificado com um cultivo semi-domesticado (CLEMENT, 1997). Os
grupos Crioulo, Nacional e Amelonado s&o considerados como
cultivares tradicionais com algum grau de domesticacdo (CLEMENT,
2010). Analises moleculares detalhadas demonstram que estas trés
cultivares tradicionais tem um ndmero baixo de alelos particulares, no
entanto, os grupos ocidentais amazonicos tém um numero alto. Este
efeito poderia ser explicado como um efeito que acompanha a selecéo
continua dos seres humanos (MOTAMAYOR et al., 2008). O grupo
Nacional, cultivado no oeste equatoriano, apresenta muita afinidade com



25

alguns grupos cultivados na Amazonia do Peru e com o grupo Curaray,
cultivado na Amazénia do Equador. Além destes, os grupos Criollo,
Nacional e Curaray ocupam ramificacBes importantes dentro do
dendrograma de parentesco sugerido por MOTAMAYOR et al., (2008),
0 que indica que a origem das duas cultivares tradicionais € a Amazonia
equatoriana.

Posteriormente, os espanhéis levaram 0 cacaueiro para outras
terras conquistadas na América central e na América do sul. Assim, com
0s anos e a partir de ingresso do cacau no mercado Europeu a demanda
cresceu e 0 seu cultivo se estendeu rapidamente para outras regides,
inclusive no Brasil, de onde foi levado para o Oeste da Africa pelos
portugueses, se expandindo em Gana, Nigéria, Camarbes e Costa do
Marfim (PAULIN e ESKES, 1995). Atualmente encontram-se
plantacfes de cacaueiro em diversos paises do sudoeste asiatico, tais
como a Indonésia, Malasia, Vietnd, Cingapura e Madagascar, entre
outros (WCF, 2009). As principais regifes produtoras do cacaueiro no
mundo situam-se entre 15°N e 20°S de latitude, uma faixa bastante
estreita ao longo do Equador (ICCO, 2011). No cacaueiro, a parte
economicamente aproveitavel sdo os cotilédones das sementes, sendo
descartados a casca e 0 embrido (BARTLEY, 2005). Diversos estudos
demostraram que o cacau é um dos alimentos de consumo habitual por
prazer, e que o consumo poder trazer beneficios tangiveis para a satde
(DING et al.,, 2006). O cacau é rico em polifenois, os quais tém
mostrado efeitos benéficos em doencas cardiovasculares, atividade anti-
inflamatdria, funcdo antiplaquetaria e efeitos antioxidantes, o que o
define como um produto funcional (COOPER et al., 2008).

A cadeia produtiva do cacau envolve produtores e compradores
de améndoas, indlstrias e moageiras, empresas de importagdo e
exportacdo, industria chocolateira e de cosméticos, além de varias
empresas fabricantes e distribuidoras de insumos e equipamentos
envolvidos em toda a cadeia de producdo (ICCO, 2009). Atualmente,
mais de 20 milhdes de pessoas no mundo dependem desta atividade
agricola para a subsisténcia e estima-se que o 70% da produgdo de cacau
provém de pequenos agricultores, que possuem unidades produtivas
menores do que cinco hectares (EUFIC, 2005).

A producao mundial de cacau tem sido ascendente. Assim, a safra
2010/2011, mostrou um superavit recorde de 343.000 toneladas, sendo a
producdo total em 4,3 milhdes de toneladas. Sendo cerca dos 75% desta
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producdo é oriunda de paises do continente Africano, 12% dos paises do
Sudoeste da Asia e Oceania, e 13% proveniente da América do Sul e
Central (ICCO, 2011). No entanto, 90% da oferta mundial se concentra
em oito paises, dos quais o Brasil e 0 Equador fazem parte. No Equador
0 cacau é o terceiro produto agricola mais importante, representando
0,4% do PIB total do pais e 6,7% do PIB agricola, possuindo papel
fundamental na gera¢do de empregos, gerando em torno de 600.000
empregos diretos, representando 4% do PEA nacional e 12,5% do PEA
agricola. O Equador é o principal exportador de cacau fino do mundo
participando com o 60% da producéo total (ANECACAO, 2008).

Além de ser um dos principais componentes econdmicos nas
regibes onde é cultivado, a cultura do cacaueiro exerce também um
papel importante na preservacdo ambiental. Seu cultivo associado a
arvores nativas tem auxiliado na preservacdo de biomas ameacados. Os
sistemas agroflorestais com o cacaueiro sdo considerados como uma
alternativa sustentavel (DIAS, 2001).

O cacaueiro é uma espécie dipléide (2n = 20), com tamanho do
genoma estimado em 0,43 ou 0,415 X 109 picogramas (FIGUEIRA et
al., 1992), pertence a classe das dicotiledoneas e junto com os géneros
Herrania, Guazuma e Cola faz parte da familia Malvaceae
(ALVERSON et al., 1999; ANGIOSPERM PHYLOGENY GROUP,
2003). E uma planta umbréfila de porte arboreo, chegando a atingir 20m
de altura em condi¢bes silvestres, mas em condi¢Ges de cultivo
normalmente alcancam cerca de 5 metros (BARTLEY, 2005).

O cacaueiro ¢ uma planta hermafrodita com flores pentameras,
monoclinas (Figura 2). A espécie é predominantemente aldgama e
presenta auto-incompatibilidade gametofitica e esporofitica. O
fendmeno da autoincompatibilidade (Al) tem sido definido de diversas
maneiras ao longo do tempo. Assim, o conceito de maior consenso
atualmente é o de LUNDQVIST (1964), citado por DE
NETTANCOURT (1977; 2000). Para os autores, Al é a incapacidade de
uma planta fértil hermafrodita produzir zigotos apés a autopolinizacao.
A incompatibilidade também é considerada um mecanismo fisioldgico,
com base genética, que favorece a alogamia, promovendo, desta forma,
a manutencdo da variabilidade genética (SCHIFINO e DALL’AGNOL,
2002).
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Figura 2 — Estrutura da flor de Theobroma cacao L. Figura: ALAM
CHOU, 2008.
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Existem dois tipos principais de Al, a gametofitica (AIG), em que
a especificidade do pdlen é gerada pelo alelo S do genoma haploide do
grdo do pélen (gametofito), e a esporofitica (AIE), em que a
especificidade é gerada pelo gendétipo dipldide da planta adulta
(esporofito) que deu origem ao grdo de polen. A reacdo da Al engloba
desde o impedimento da germinagao do polen ate o rompimento do tubo
polinico (HESLOP e HARRISON, 1983; DE NETTANCOURT, 1977;
2000). Desta forma, existem na populacdo de cacaueiros tanto gen6tipos
auto-compativeis quanto genotipos auto-incompativeis. Por isso, para
gue a fecundacdo dos gametas seja efetiva € necessaria a troca de polen
entre plantas compativeis. Esta caracteristica é responsavel por grandes
alteracdes dos niveis de producdo dos cultivos de cacaueiro, como
também pelas caracteristicas genéticas das sementes sexuais, 0 que
limita a propagacdo sexual da espécie (CANTALINO, 2006).

A propagacdo do cacaueiro pode ser sexuada ou assexuada, sendo
que a propagacdo sexuada por sementes resulta na segregacdo da
progénie, o que ndo garante a uniformidade dos cultivos (ENRIQUEZ,
1985). A propagacdo da espécie esta baseada nos métodos assexuais
classicos, como a estaquia e a enxertia. A estaquia ¢ realizada a partir de
material ortotrépico, induzindo a producdo de ramos que podem
produzir crescimento ortotropico vertical, com a formagdo da copa e
arquitetura similar a de uma arvore produto de semente mas com
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diferente formacao da raiz (MILLER e GUILTINAN, 2003). No entanto,
estas técnicas tém desvantagens associadas 4 demanda intensiva de mao
de obra, altos custos, taxas de propagacdo frequentemente baixas e
padrdes de crescimento indesejavel das plantas (JIMENEZ, 2004).

Técnicas de cultura de tecidos vegetais se configuram como uma
alternativa para a propagacao massal de gendtipos elite. Neste contexto,
varios trabalhos associados a micropropagacdo de cacaueiro tém
demonstrado que a espécie ¢é altamente recalcitrante para a
micropropagacdo baseada na organogénese (JIMENEZ, 2004). Neste
sentido, a embriogénese somatica se mostra uma técnica promissora
para a propagacao clonal de genoétipos-elite, com a qual € possivel se
capturar e fixar ganhos genéticos de plantas selecionadas (GUERRA et
al., 1999).

2. Embriogénese somatica

A embriogénese somatica ¢ um processo pelo qual células
somaticas haploéides ou diploides se diferenciam em plantas completas
seguindo estagios de histodiferenciagdo embriogenéticos caracteristicos
(WILLIAMS e MAHESWARAN, 1986; EMONS, 1994). Por sua
condigdo séssil, as plantas necessitam se adaptar as condi¢es extremas
proprias do ambiente que as rodeia através da plasticidade do
desenvolvimento vegetal. Com a impossibilidade de migracdo ¢ a
necessidade de continua organogénese durante seu desenvolvimento, as
plantas necessitam manter nichos de células indiferenciadas com
potencial morfogenético, sendo estes os meristemas. Dessa forma, o
programa ontogenético das plantas ¢ altamente flexivel e isso esta ligado
a reversibilidade do estado de diferenciacdo das células vegetais
sométicas (FEHER et al., 2003).

Essa caracteristica esta baseada na teoria da totipotencialidade
das células vegetais, em que células somaticas em uma determinada
planta possuem a informagdo genética necessaria para a geragdo de uma
nova planta (GUERRA ef al., 2001). Os padrdes na origem dos
embrides  somdticos tém  sido  descritos (WILLIAMS e
MAHESWARAN, 1986) ¢ sdo classificados como diretos e indiretos,
diferenciado pela proliferacio de células indeterminadas antes da
formagdo do embrido somatico no modelo indireto (HALPERIN, 1995).
A embriogénese somatica segue um padrdo morfogenético semelhante
ao observado nos embrides zigoticos formados apos a fertilizagdo da
célula ovo, apresentando estidgios de desenvolvimento embrionarios
similares (ZIMMERMAN, 1993; GOLDBERG et al, 1994). Ha
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evidéncias de que os principais processos metabolicos e de
desenvolvimento que ocorrem na embriogénese zigoética, podem ser
reproduzidos na embriogénese somatica (LELU et al., 1993; FEHER,
2002).

O desenvolvimento in vitro das células depende de varios fatores,
tais como: o genoétipo, a idade e estado fisiologico da planta doadora do
explante, e o ambiente externo no que inclui a composi¢do do médio de
cultura e as condigdes fisicas (luz, temperatura, etc). A interagdo entre
estes leva a indugdo e expressdo da embriogénese somatica (GAJ, 2004).

Os reguladores de crescimento tais como as auxinas ¢ as
citocininas adicionadas ao meio de cultura sdo considerados fatores
cruciais na embriogénese somatica, regulando o ciclo celular e
promovendo a expressdo deste rota morfogenética (FRANCIS e
SORRELL, 2001; JIMENEZ, 2005). A influéncia dos reguladores de
crescimento exdgenos,, especialmente o 2,4-D, tem sido reportada por
FEHER (2003). O 2,4-D ¢ uma auxina sintética que atua como um
analogo das auxinas endogenas e estd relacionado diretamente com o
padrao de expressdo génica, possibilitando que as células se tornem
competentes € responsivas aos sinais fisioldégicos e bioquimicos
indutores da embriogénese somatica (DUDITS et al., 1995).

Segundo TERZI e LO SCHIAVO (1990), CAUSEVIC et al.
(2005) e FRAGA et al. (2012) o 2,4-D pode influenciar também o
processo de metilacdo do DNA, o qual é conhecido como um dos
mecanismos epigenéticos responsaveis pela dindmica da expressdo
génica durante o desenvolvimento embriondrio.

A embriogénese somatica € o resultado de diferentes eventos, em
que varios sinais atuam paralelamente, sendo que a a¢do da auxina (seja
esta exogena e/ou endodgena) provoca uma resposta celular, incluindo a
reorganizagdo da estrutura celular, o arranjo da cromatina, a expressio
génica ¢ um novo programa de desenvolvimento. Como resultado, as
células indiferenciadas adquirem competéncia embriogénica (FEHER,
2005). Apos essas alteragdes, células ou tecidos induzidos alcangam a
segunda fase ou fase de expressdo, na qual as células se diferenciam
estabelecendo a polaridade e a consequente formacdo de embrides
somaticos revelando sua competéncia embriogénica (JIMENEZ et al.,
2005). Acredita-se que neste processo o remodelamento da cromatina
exerca papel importante em todas as fases, incluindo a desdiferenciagdo
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celular, a reprogramacao embriogénica e a diferenciagdo dos embrides
(Figura 2) (FEHER, 2005).
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Figura 3. Modelo hipotético dos eventos que modulam a embriogénese
somatica (FEHER, 2005).
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Ao longo dos Gltimos anos, tem sido aceita a hipotese do que o
remodelamento da cromatina em resposta aos sinais ambientais ou de
desenvolvimento, determina uma correta expressdo espacial e temporal
dos genes (LI et al., 2002). Assim, também a organizacao da cromatina
ird estabelecer os padrdes de expressao dos genes (ativos ou silenciados)
em determinadas regides do genoma de uma célula e em uma
determinada fase de desenvolvimento (WAGNER, 2003). Estas
observagfes sugerem que o programa embriogénico é controlado pelo
remodelamento da cromatina (FEHER, 2008).

A aplicagdo dos sistemas in vitro baseados na embriogénese
somatica para a regeneracdo de plantas, esta determinada ndo s pela
eficiéncia na formacdo de embrides, mas também pela frequéncia e
capacidade dos embrides de se converter em plantas. O processo de
alteragdes morfoldgicas que o embrido sofre para dar lugar a uma planta
¢ conhecido como conversdo/germinacdo, ¢ implica na formacdo de
raizes primarias, formacdo da parte aérea e o esverdeamento dos
hipocotilos e cotilédones (REDENBAUGH et al., 1986). Em varios
sistemas, uma grande quantidade de embrides ¢ produzida, mas o
principal problema ainda é a baixa frequéncia de conversdo (GAJ,
2004).

Efeitos prejudiciais na capacidade de regeneracdo de embrides
somaticos de Glicine max produzidos em meios com 2-4 D foram
encontrados (LAZZERI et al., 1987 e SOFIARI et al., 1997). Com
frequéncia, o desenvolvimento de embrides anomalos foi observado
quando se utilizou 2-4 D no meio de indu¢io (RODRIGUEZ, 1994;
WETZSTEIN, 1998; PESCADOR et al., 2008). Estas anomalias
morfoldgicas poderiam resultar de alteragcdes no transporte polar de
auxinas endogenas e/ou exogenas (CHOI et al., 1997; YASUDA et al,.
2000). No entanto, ¢ importante ressaltar que em muitos casos a
morfologia anormal dos embrides ndo diminui o percentual de
conversao (LEVI e FREGADERO, 1991; VLASINOVA e HAVEL,
1999; PARK e FACCHINI, 2000).

3. Embriogénese somatica de cacaueiro (Theobroma cacao L.)
A embriogénese somatica para o cacaueiro foi inicialmente

descrita a partir de embrifes zigéticos imaturos (ESAN, 1977) e
posteriormente repetida em outros trabalhos por PENCE et al. (1979);
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WANG e JANICK (1984) e DUHEM et al. (1989). Contudo, plantulas
regeneradas a partir de embrides somaticos cujos explantes sdo embrides
zig6ticos possuem limitado valor para a propagagdo clonal, por serem
derivados de um gen6tipo ainda ndo testado. Além disso, a germinacéo e
conversdo desses embrides somaticos tem sido deficiente (WANG e
JANICK, 1984). Assim, somente embrides somaticos derivados de
tecidos sométicos ou ndo-sexuais, tais como a nucela, folha ou tecidos
florais tém grande importancia para a propagacdo clonal ou para a
conservacdo do germoplasma (FIGUEIRA e JANICK, 1995).

Trabalhos foram conduzidos visando a obtencdo de embrides
somaticos de cacaueiro a partir de tecidos nucelares (FIGUEIRA e
JANICK, 1993) e de tecidos florais (SONDAHL et al., 1989; LOPEZ-
BAEZ et al., 1993; ALEMANNO et al.,1996). Porém, apesar dos
progressos obtidos, a eficiéncia relatada por esses autores foi baixa tanto
na obtencdo de embrides somticos quanto na sua conversdao em
plantulas. Melhores taxas de conversdo foram obtidas em resposta a
troca frequente do meio ou a lavagem dos embrides somaticos (WANG
e JANICK, 1984). Resultados positivos foram também obtidos em
resposta ao uso de meio suplementado com zeatina e carvdo ativado,
conjuntamente com a remocao dos cotilédones (DUHEM et al., 1989);
pela microenxertia de embrides somaticos sobre plantulas germinadas in
vitro (AGUILAR et al., 1992); pela utilizacdo de maltose como fonte
de carbono, juntamente com carvdo ativado (LOPEZ-BAEZ et al.,
1993) e pelo enriquecimento do ambiente de cultivo com
CO, (FIGUEIRA e JANICK, 1994).

LI et al. (1998) e MAXIMOVA et al. (2002) desenvolveram um
procedimento para estimular a embriogénese somatica e a regeneragao
de plantas a partir de tecidos florais (estaminodios) de cacau, pela
utilizagdo de trés etapas no cultivo (inducdo de calos, desenvolvimento
de embrides e regeneracdo de plantas) em meios de cultura
suplementados com TDZ (Thidiazuron) e 2,4-D (Figura 4). Todos os
genotipos testados foram responsivos as condigdes de cultura em taxas
que variaram de 1 a 100% de eficiéncia. Mais de 270 plantas, derivadas
de embrides somaticos de seis desses gendtipos, foram estabelecidas
com sucesso em casa de vegetacdo, abrindo caminho para a propagacgio
desta espécie via embriogénese somatica.
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Figura 4. Rotas morfogenéticas in vitro estabelecidas para o cacaueiro
(Theobroma cacao L.). a- Crescimento de calo primario; b- Crescimento
de calo secundario; ¢ - Desenvolvimento de embriGes (KLERK et al.,
1997 e NIEMENAK et al., 2008).

Diferentes concentra¢des de MgSO, e K,SO, foram testadas para
otimizar a diferenciacdo dos embrides somaticos, observando-se que
concentragdes de sulfato maiores as normais, suplementadas ao meio de
cultura podem inibir a formacdo de calos e promover a diferenciacdo
dos embrides somaticos em cacaueiro (MINYAKA et al., 2008). A
aplicacdo de sistemas de imersdo temporaria também foi reportada para
a expressdo de embriogénese somatica, sendo utilizados sistemas de
imersdo temporaria como o biorreator tipo twin flasks ou frascos duplos.
Este sistema mostrou uma melhora na taxa de multiplicagdo de embrides
somaticos sem causar efeitos negativos nas caracteristicas morfologicas
(NIEMENAK et al., 2008).

Em alguns casos especificos, demonstrou-se que plantulas de
outras espécies produzidas in vitro por meio de cultura de tecido exibem
niveis elevados de instabilidade genética e variagdo somaclonal (RIVAL
et al., 1997; TREMBLAY et al., 1999). Nao assim, as plantulas de
cacaueiro resultado da embriogénese somatica demonstraram fenotipos
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normais em condi¢Ges de campo e com caracteristicas de crescimento
semelhantes as plantas propagadas por métodos tradicionais
(MAXIMOVA et al., 2008) .

Segundo RODRIGUEZ et al. (2010) as linhagens de células
mutantes formadas como resultado da inducdo da embriogénese
somatica no cacaueiro perdem progressivamente totipoténcia, de modo
gue as linhagens de células totipotentes livres de mutagbes sdo as que
predominam. Por tanto, foi observado que os embrifes somaticos
formados na embriogénese somatica (primaria e secundaria) exibiram
um baixo ndmero de mutacdes e que a divergéncia genética e
epigenética entre a planta matriz e o embrido somético ndo €
estatisticamente diferente.

Contudo, ainda ndo hd um programa consistente de produgio
comercial de mudas de cacaueiro propagadas in vitro a partir da técnica
de embriogénese somatica.

4, Metilacio do DNA em plantas

A metilagdo do DNA tem um papel importante no controle do
imprinting do genoma, na inativagdo do cromossoma-X, no
silenciamento dos transposons e outras sequéncias repetitivas de DNA,
assim também na expressao de genes endogenos (CHEN e LI, 2004). A
metilacdo do DNA ocorre na posicdo 5 do anel de pirimidina dos
residuos de citosina, a reagdo e catalisada pela enzima DNA-
metiltransfera (DNMTs) (FINNEGAN e KOVAK, 2000). A metilagdo
do DNA pode ser classificada em trés tipos de acordo com a sequéncia
das ilhas de citosina, estas podem ser CG, CHG, e CHH (H=A, C ou T).
A metilagdo no sitio CG ¢ caracteristico do genoma dos animais, em
plantas a metilagdo ¢ sido identificada nas trés ilhas de citosina CG,
CHG, e CHH (FENG et al., 2010a).

O nivel de metilagdo do DNA varia de 3 a 8% em vertebrados e
de 6 a 30% em plantas (CHEN e LI, 2004). Este alto grau de metilago
de citosina em plantas ¢é atribuida ao fato de que, em plantas, a metilagdo
pode se apresentar em trés ilhas (CG, CHG, e CHH), enquanto que em
animais a metilagdo do DNA ocorre geralmente na ilha da citosina CG
(GRUENBAUM et al., 1989). Outra diferenga no padrdo da metilacido
das plantas e animas ¢ que o padrao da metilacdo nas plantas ¢ herdado
ao longo de multiplas geragdes e em animais ndo. (KAKUTANI, 2002).

A metilacdo do DNA afeta um expressivo conjunto de processos
celulares em plantas, incluindo a regulagédo da expressdo genica durante
0 desenvolvimento (FINNEGAN et al.,, 1996) e a organizacdo da
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cromatina (FINNEGAN et al., 1998). A metilacdo de DNA em plantas
estd associada com o controle da estabilidade do genoma, por meio da
repressdo da transcricdo de elementos de DNA moveis, 0s quais podem
ser transgenes, virus, transposons e retroelementos (KIDWELL e
LISCH, 2001).

A metilacdo de DNA em plantas é regulada por duas atividades
distintas, mas complementares: "de novo" e "manutencdo” da metilacdo.
Metilacdo de novo é o processo pelo qual os residuos de citosina ndo
metilados sdo metilados durante o processo de replicacdo do DNA,
resultando na formacdo de novos padrbes de metilacdo. Metilacdo de
manutencdo € o processo pelo qual os padrdes de metilagdo
preexistentes sdo mantidos ap6s a replicagdo do DNA (CHEN e LI,
2004).

A metilagho do DNA é um mecanismo dindmico no qual a
plasticidade é induzida por sinais ambientais e/ou ontogénicos, entre
outros (RAMCHANDANI et al., 1999). A plasticidade da metilacéo ¢é
definida como as alteracfes de metilacdo/demetilacdo que ocorrem
durante o crescimento e desenvolvimento. Assim, a metilacdo da
citosina em regides codificadoras ou promotoras pode bloquear a
expressdo dos genes-alvo, no entanto a demetilacdo de DNA pode ser
um dos passos necessarios para a ativagao da transcricdo no genoma dos
eucariéticos (FINNEGAN e KOVARIK, 2000; LU et al., 2006).

Métodos para avaliar a modificagdo da metilagdo do DNA e as
modificagdes das histonas, estdo se desenvolvido rapidamente (FRAGA
e ESTELLER, 2002; VOGEL et al., 2009; LAIRD, 2010). Varia¢des nos
padrdes de metilagdo do DNA de plantas cultivadas in vitro podem ser
analisadas principalmente por AFLP (polimorfismo de comprimento de
fragmento amplificado) (VOS et al., 1995) associado a técnica de
MSAP (polimorfismo amplificado sensivel a metilagdo) que faz uso de
enzimas de restricdo sensiveis a metilagdo (REYNA-LOPEZ et al.,
1997). Embora as informag¢bes ndo permitam determinar os sitios
especificos de metilagdo, a quantificagdo global de SmC também pode
ser empregada para analisar as alteragdes na metilagdo do DNA. A
quantificacdo pode ser realizada por HPCE (eletroforese capilar de alta
performance) e HPLC (cromatografia liquida de alta performance), ou
por métodos enzimaticos /quimicos (FRAGA e ESTELLER, 2002).

Com o auxilio dos diferentes protocolos desenvolvidos para a
avaliacdo das modificagbes na metilacdo do DNA, foram reportados
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varios trabalhos relacionados com a morfogénese in vitro. Em um
sistema de cultura de células e tecidos, a diferenciacdo e
desdiferenciagdo, bem como a divisdo celular, sdo acompanhadas por
eventos de metilacdo e demetilagdo do DNA gendmico tecido-
especificos (ARNHOLDT-SCHMITT, HERTERICH e NEUMANN,
1995), embora os detalhes dos mecanismos reguladores envolvidos na
metilacdo do DNA ainda ndo estdo completamente claros e poucos
genes-chaves tém sidos descritos.

5. Protedomica

As proteinas sdo as entidades funcionais chaves da célula e a
analise global das mesmas proporciona informagdo necessaria para
entender o funcionamento da célula, sendo este tipo de analise é
denominado protedmica (GORG et al., 2000). Protedma ¢ um termo
relativamente novo e refere-se ao conjunto de proteinas expressas pelo
genoma de um organismo num dado momento ou condi¢do
(WASINGER et al., 1995). Neste contexto, a protedmica € a ciéncia que
estuda sistematicamente um protedma (PARK, 2004), permitindo
avaliagdes quantitativas e qualitativas de proteinas que atuam no
metabolismo celular (CHEN e HARMON, 2006).

A protedmica tem diversas aplicagdes sendo as mais conhecidas:
1. Analises de perfis de expressdo protéica; 2. Estudo de modificacdes
pos-traducionais e 3. Estudos de interacdo proteina-proteina (Figura 5)
(ALTELAAR et al, 2012). Para complementar as aplicagdes da
protedmica, estdo a bioinformdtica, a protedmica computacional e os
instrumentos analiticos que visam estudos de modelagem e dindamica das
proteinas (REMMERIE et al., 2011).
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Figura 5. Aplicacdes de estudos em protedmica em diferentes sistemas
biologicos (HAN et al., 2004; ALTELAAR et al., 2012).

A andlise protedmica representa um desafio analitico devido as
propriedades fisico-quimicas das proteinas e das suas unidades basicas,
os aminoacidos. Além disso, comparado ao genoma, o protedma se
complementa com um splicing alternativo, no que diversas modificacdes
podem ocorrer, sendo que a degradagdo e a complexidade sdo maiores,
associadas a possibilidade de interconectividade entre proteinas e pelas
redes de sinalizacdo que sdo altamente divergentes no tempo e espago.
No entanto, o avan¢o nos estudos protedmicos tem fornecido respostas a
diferentes questionamentos biologicos (ALTELAAR et al., 2012). Neste
contexto, a identificagdo de proteinas diferencialmente expressas
permite a associacdo destes polipeptidios com diferentes eventos
fisiologicos que ocorrem nas células, tecidos e 6rgaos (KORKUMAT et
al., 2006). Além disso, os padrdes temporais de expressdo de proteinas
possibilitam a identificagdo de proteinas marcadoras de eventos
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especificos (REMMERIE et al, 2011). Estudos enfocados na
caracterizagdo da dinamica de proteinas ao longo do desenvolvimento
vegetal, associada a caracterizacdo do genoma e transcriptoma também
tém sido descritos (ROBERTS, 2002; HEAZLEWOOD e MILLAR,
2003; CHEN e HARMON, 2006; ROSSIGNOL et al., 2006).

O desenvolvimento conjunto da tecnologia computacional,
bioinformatica e instrumentagdo analitica tém sido determinantes para o
desenvolvimento da protedmica em plantas. Assim, a confirmacdo da
expressdo génica no nivel de proteinas é crucial, ajudando a entender a
sinalizacdo e a origem dos diferentes eventos em sistemas bioldgicos.
Atualmente os estudos de genoma sdo feitos a nivel funcional
(ALTELAAR et al, 2012). Neste contexto se inclui aspectos
quantitativos, aspectos funcionais, as interagdes entre proteinas e
modificagdes pos-trasducionais, que com o auxilio da bioinformatica
permitem predizer a funcdo das proteinas e obter mapas, ultrapassando a
barreira das espécies (REMMERIE et al., 2011).

Para espécies que sdo modelo de estudo genético, existe uma
ampla base de dados de protedmica funcional, os quais estdo disponiveis
para a comunidade cientifica (REMMERIE et al., 2011). Atualmente,
poucos genomas de plantas superiores tém sido totalmente
sequenciados, estando disponiveis: Arabidopsis thaliana, Glycine max,
Medicago truncatula, Oryza sativa, Populus trichocarpa, Sorghum
bicolor, Vitis vinifera e Zea mays
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/ PLANTAS / PlantList.html #
C _SEQ). No entanto, diferentes recursos tém sido disponibilizados para
facilitar as analises de espécies ndo sequenciadas (REMMERIE et al.,
2011). Para a analise comparativa de genomas e organiza¢do de dados
de sequenciamento existe uma plataforma publica denominada PLAZA
(PLAZA http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/, PROOST et al.,
2009). Para a analise protedmica de plantas, esta disponivel o portal
PlantGDB (www.plantgdb.org). E possivel ter acesso a diferentes
ferramentas, servicos, base de dados e informagdes relativas as Omicas.
Assim, também podem ser utilizados os genomas sequenciados de
outras espécies de plantas para a identificacdo de proteinas por
homologia. No entanto a identificagdo de proteinas através de
sequéncias ESTs obtidas por MS/MS poderiam aliviar a necessidade das
bases de dados de proteinas (ALTELAAR et al., 2012).

Os estudos protedmicos tém demonstrado ser uma ferramenta
poderosa para o estudo de eventos fisiologicos de plantas em condi¢des
especificas do desenvolvimento (ROSE et al., 2004). A protedmica
comparativa pode auxiliar no entendimento da dindmica temporal e
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espacial de processos morfogénicos e que vem sendo utilizada
principalmente para o estudo da embriogénese somatica para determinar
padrdes protéicos como marcadores da competéncia das culturas
embriogénicas, onde sdo observadas diferengas significativas nos perfis
protéicos de tecidos embriogénicos e nao-embriogénicos (KORMUTAK
e VOOKOVA, 1997; MORAES et al., 2006).

Neste contexto, importantes estudos protedmicos relacionados
com a embriogénese somatica tém sido desenvolvidos para diversas
espécies, tais como: Quercus ilex (MAURI e MANZANERA, 2003);
Medicago truncatula (IMIN et al., 2005); Picea glauca (LIPPERT et al.,
2005); Glycine max (HAJDUCH et al., 2005); Vitis vinifera (MARSONI
et al., 2008), Acca sellowiana (CANGAHUALA-INOCENTE et al.,
2009); Elaeis guineensis (SGHAIER-HAMMAMI et al., 2010),
Cyclamen persicum (WINKELMANN et al., 2006; RODE et al., 2011)
e Theobroma cacao (NOAH et al., 2012). Os dados publicados t€m
aportado importantes conhecimentos sobre esta rota morfogénica.

Em cacaueiro embrides somaticos e zigoticos no estagio torpedo
foram comparados. Os resultados mostraram diferencas na acumulacio
de proteinas. A diferenga mais relevante relatada entre as duas rotas de
desenvolvimento estd relacionada como o metabolismo dos
carboidratos, sendo que o perfil proteomico dos embrides zigodticos
indicou uma alta atividade glicolitica. No entanto, os embrides
somaticos apresentaram alta atividade respiratoria aerdbica com um
excepcional incremento no ciclo do TCA e nas proteinas da fosforilagao
oxidativa. Proteinas ligadas ao estresse foram mais abundantes na
embriogénese somatica (NOAH et al., 2012) implicando este ser um
fator a ser melhor estudado para aumentar a eficiéncia da embriogénese
somatica em cacau.
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CAPITULO 2 - VARIABILIDADE E EFICIENCIA GENOTiPICA
DA EMBRIOGENESE SOMATICA DE CACAUEIRO (Theobroma

cacao L.).
1. Resumo

O desenvolvimento de sistemas de propagacdo rapidos e eficientes para
a multiplicacdo vegetativa de genotipos de elite Theobroma cacao L.
podem contribuir para melhorar o desenvolvimento de esta importante
espécie tropical. A inducdo da embriogénese somatica a partir de
estamindides e a embriogénese somatica secundaria a partir de
cotilédones de embrides imaturos tem sido amplamente descrita. O
presente trabalho teve como objetivo avaliar a variabilidade e eficiéncia
genotipica da embriogénese somatica de Theobroma cacao L. em
genotipos do Equador. Os genodtipos EET 103, EET 111, SA1,SA 2 e
AS 3, se mostraram responsivos a embriogé€nese somatica primaria e a
embriogénese secundaria. A embriogénese secundaria resultou mais
eficiente na formacdo embrides somatico quando comparada com a
embriogénese somadtica primaria. Dois tipos de embrides somaticos
resultantes da embriogénese somatica foram identificados, segundo a
aparéncia visual foram classificados em leitosos ¢ translicidos.
Determinou-se que os tipos de embrides somaticos observados diferem
pela capacidade de conversdo, os embrides do tipo leitosos presentaram
altos de conversdo frente aos embrides do tipo translucidos. Os
resultados que elevada porcentagem de conversdo dos embrides podem
ser obtidas a partir da classificac@o e selecdo dos embrides somaticos.
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2. Abstract

The development of micropropagation protocols allows the mass clonal
propagation of Theobroma cacao L. elite genotypes, thus improving the
development of this important tropical species. Induction of somatic
embryogenesis from estamonides and secondary somatic embryogenesis
from cotyledons of immature embryos has been widely described. This
study aimed at to evaluate the variability and genetic efficiency of
somatic embryogenesis of genotypes of Theobroma cacao L. belonging
to Equador National genetic group. The genotypes EET 103, EET 111,
SA 1, SA 2 E SA 3 proved responsive to primary somatic embryogenesis
and secondary embryogenesis. The secondary embryogenesis resulted
more efficient in developing somatic embryos as compared to primary
somatic embryogenesis. Two types of somatic embryos resulting from
somatic embryogenesis have been identified according visual
appearance: opaque and  translucent. The two types differ in the
conversion capacity; opaque somatic embryos presenting higher
conversion rate as compared to the translucent ones.
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3. Introducio

A embriogénese somatica tem sido rotineiramente usada como
uma técnica de propagagdo in vitro e como um modelo valido para
investigar as mudangas estruturais, eventos fisiologicos e moleculares
gue ocorrem durante o desenvolvimento embrionario (STASOLLA E
YEUNG, 2003).

A propagacdo in vitro via embriogénese somatica permite a
regeneracdo de um grande nudmero de individuos geneticamente
idénticos e muitas vezes livres de patdgenos. No entanto, para que a
embriogénese somatica seja considerada um sistema de propagacdo
técnica e economicamente viavel, é essencial aperfeicoar as variaveis do
sistema para que estas permitam lograr altas taxas de multiplicacdo e um
obter um grande nimero de embriGes capazes de converter em plantulas
viaveis (TRAORE, 2006).

Muitos estudos da embriogénese somatica de Theobroma cacao
L. tém sido realizados, com a finalidade de desenvolver um protocolo
eficiente que permita a propagagdo de gendtipos de elite (ESAN, 1975;
LOPEZ-BAEZ et al., 1993; LI et al., 1998; MAXIMOVA et al., 2002,
2005; TRAORE, 2006; MINYAKA et al., 2008; NIEMENAK et al.,
2008). Estes sistemas tém sido parcialmente bem sucedidos na indugdo e
expressdo da embriogénese, mas mostraram baixas taxas de converséo.
Além, os resultados indicam que muitos genotipos se mostram
recalcitrantes para esta rota morfogénica e que a resposta embriogénica
é altamente genétipo-dependente (TAN e FURTEK, 2003).

Para aumentar a eficiéncia do método descrito por MAXIMOVA
et al. (2002-2005), cujo protocolo de embriogénese secundaria quem
utiliza como explantes cotilédones de embrides somaticos primarios,
MINYAKA et al. (2008) determinou que a recalcitrancia do Theobroma
cacao L. para a diferenciacdo de embriGes somaticos pode ser superada
pela modificagdo na concentracdo de MgSO4 ou K2S0O4. O estudo
mostrou que o médio de cultura suplementado com o dobro da
concentracdo de MgSO4 pode promover a resposta embriogénica dos
explantes e a formacéo de embrides somaticos.

Neste contexto, o presente trabalho objetivou avaliar a
variabilidade e eficiéncia genotipica da embriogénese somatica de
Theobroma cacao L. em genotipos do grupo genético Nacional.
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4, Material e métodos
4.1 Material Vegetal

Flores imaturas dos gendtipos EET 103, EET 111, SA 1, SA2e
SA3, foram coletados da cole¢do da cooperativa de agricultores “San
Carlos”, localizada na provincia de Orellana, Equador. Os experimentos

foram conduzidos no Laboratério de Fisiologia do Desenvolvimento e
Genética Vegetal (LFDGV), do CCA/UFSC.

4.2 Inducao da embriogénese somatica

O protocolo usado nos diferentes experimentos da embriogénese
somatica de Theobroma cacao L. foi adaptado de MAXIMOVA et al.
(2005) e leva em conta trés etapas: inducdo de calo primario (PCG),
crescimento de calo secundario (SCG) e expressdo da embriogénese
com o desenvolvimento de embrides (ED). Ao invés do uso dos sais
Woody Plant (WPM) no meio para inducdo de calo secundario, como
descreve MAXIMOVA et al. (2005), foi definido para todos os meios
de cultura o uso dos sais DKW (DRIVER e KUNIYUKI, 1984). O meio
de cultura usado para o desenvolvimento de embrides (ED) foi ajustado
para o dobro a concentragdo de MgSO, como sugerido por MINYAKA
et al. (2008).

4.3 Embriogénese somética primaria

Os explantes utilizados foram estaminoéides de flores imaturas,
sendo desinfestados segundo os procedimentos descritos por LI et al.
(1998). Apos a desinfestagdo os estaminodides dos genotipos EET 103,
EET 111, AS 2 e AS 3 foram inoculados em placas de Petri contendo 25
mL de meio de cultura semissélido PCG, composto pelos sais DKW
(DRIVER e KUNIYUKI, 1984), suplementado com glicose (2%), 2,4-D
(9 pM), TDZ (45.4 nM), vitamina DKW e Phytagel® (2 g.L-1). Apos 14
dias as culturas foram transferidas para o meio de cultura SCG,
composto pelos sais DKW, suplementado com glicose (2%), 2,4D (9
uM), Cinetina (1,16 uM), vitamina DKW e Phytagel® (2 g.L-1), durante
14 dias. Apos este tempo as culturas foram transferidas para meio de
cultura ED, composto pelos sais DKW com o dobro da concentragdo de
MgSO,, suplementado com sacarose (3%), glicose (1%), vitamina
DKW, Phytagel® (2 g.L-1) e isento de fitoreguladores. As culturas
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foram subcultivadas no mesmo meio de cultura a cada duas semanas
durante 90 dias. As culturas foram mantidas no escuro em camara de
crescimento com temperatura de 28°C=1.

O delineamento experimental foi completamente casualizado. A
unidade experimental foi constituida de cinco placas de Peri contendo
seis estamindides, como unidade amostral foi considerada cada
estaminoide. Os dados de indugdo de embriogénese somatica, resposta
embriogénica e nimero de embrides formados foram coletados aos 90
dias de cultivo. Para detectar a diferenga da resposta embriogénica, os
dados coletados foram submetidos a um teste de contingéncia. Para
detectar as diferengas na formac¢ao de embrides a unidade amostral foi
considerada cada um dos calos que mostraram resposta embriogénica.
Os dados foram submetidos ANOVA e ao teste de separacdo de médias
TUKEY (p<0,05).

4.4 Embriogénese somatica secundaria

A embriogénese secundaria foi induzida segundo a metodologia
descrita por MAXIMOVA et al. (2002), a partir de cotilédones dos
embrides somaticos no estado cotiledonar, dos gendtipos EET 103, EET
111, AS 1 e AS 2, os quais foram secionados e inoculados no meio de
cultura SCG composto pelos sais DKW e suplementado com glicose
(2%), 2,4D (9 uM), Cinetina (1,16 uM), vitamina DKW e Phytagel® (2
g.L-1), durante 14 dias. As culturas embriondrias foram transferidas para
o meio de cultura ED composto pelos sais DKW com o dobro da
concentragcdo de MgSO, e suplementado com sacarose (3%), glicose
(1%), vitamina DKW (1 ML.L™) e Phytagel® (2 g.L-1) e isento de
fitoreguladores. As culturas foram subcultivadas no mesmo meio de
cultura a cada duas semanas durante 90 dias. As culturas foram
mantidas no escuro em camara de crescimento com temperatura de
28°C+1.

O delineamento experimental foi completamente casualizado. A
unidade experimental foi constituida de cinco placas de Peri contendo
seis cotilédones de cada genétipo. Dados de resposta embriogénica e
nimero de embrides formados foram coletados aos 90 dias de cultivo.
Os dados foram submetidos a ANOVA e e teste de separacdo de médias
TUKEY (p<0,05).
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4.5 Conversao de embrides somaticos

Foram selecionados embrides somaticos normais translicidos e
leitosos no estadio cotiledonar, oriundos da embriogénese somatica
secundaria dos genotipos EET 103 e EET 111. Os embrides foram
submetidos a conversdo em plantulas segundo o protocolo descrito por
TRAORE (2000). Os embrides foram convertidos em placas de Petri
contendo 25 ml do meio de cultura de conversdo (PEC) composto pelos
sais DKW e suplementado com sacarose (1%), glicose (2%) e Phytagel®
(1,75 g.L-1). As culturas foram subcultivadas no mesmo meio de cultura
a cada 30 dias por 90 dias. As placas de Petri contendo os embrides
foram mantidas em camara de crescimento com temperatura de 28°C+ e
foto periodo de 16 horas.

O delineamento experimental foi completamente casualizado. A
unidade experimental foi constituida de cinco placas de Petri contendo
seis embrides de cada gendtipo. Dados de porcentagem de conversao de
embrides em plantulas foram coletados, apés os 90 dias de cultivo. Os
dados foram submetidos a ANOVA e teste de separacdo de medias
TUKEY (p<0,05).

4.6 Analises histologicas por microscopia optica

Amostras representativas dos embrides somaticos do tipo leitoso
normal e translicido normal no estado cotiledonar obtidos na
embriogénese somatica foram coletados e fixados em solucdo de
paraformaldeido 2,5 % em tampdo fosfato 0,1 M, pH 7,2 por pelo
menos 12 horas (SCHMIDT et al., 2010). Apoés a fixacdo, as amostras
foram lavadas e desidratadas em séries crescentes de etanol a cada 30
minutos (30, 50, 70, 90 e 100%). As amostras foram imersas em
solucdo de pré-infiltracdo, compostos pela solucdo de infiltracdo do kit
de Historesina Leica® (50 mL de resina béasica e 0,5 g de perdxido de
benzoila) com etanol 96% (1:1, v/v) por 16-18h a 25°C. Em seguida as
amostras foram imersas em solucdo de infiltracdo pura durante 24h e
incluidas em solucdo de infiltragdo com endurecedor Leica® (dimetil
sulféxido) na proporcdo de 15:1 (v/v) e orientadas em moldes plasticos.
SecgOes de 5-7 um foram obtidas usando micrétomo de rotacdo Leica
RM 2135, com navalha de tungsténio, as sec¢Bes foram distendidas em
laminas com uma gota de 4gua e mantidas a temperatura de 42°C + 2°C.
Apdbs a evaporacdo da agua, foram coradas com azul de toluidina na
concentracdo de 0.05% em H20 e o0s aspectos relevantes foram
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identificados e fotografados usando camara DP 71 acoplada a
microscépio BX-40 da Olympus®.

5. Resultados e discussao

5.1 Embriogénese somdtica primaria e embriogénese somatica
secundaria

Durante a indugdo de embriogénese somatica primaria uma
elevada formacg@do de calos foi observada em todos os genoétipos testados
sem diferenca significativa entre si, 93% de resposta calogenica. A
resposta embriogénica dos calos so foi evidente a partir dos 90 dias ap6s
a inducdo, sendo esta estatisticamente diferente entre os genotipos
avaliados. O genotipo EET 103 apresentou a maior frequéncia de calos
embriogénicos (14,7%) em relagdo aos genotipos SA1, SA2, SA3 e EET
111 (7,0%, 4,7% 3,1% e 1,1%, respetivamente). Em todos os genoétipos,
os embrides somaticos se desenvolveram entre os 45 e 60 dias apds a
transferéncia para o meio de cultura ED. O gendtipo EET 103
desenvolveu o maior nimero de embrides por calo (20), sendo
estatisticamente diferente dos gendtipos SA1, SA2, SA3 e EET 111 que
desenvolveram embrides em menor numero (5,3; 3,3; 1,8 e 1,2,
respectivamente) (Tabela 1).

A embriogénese somatica secundaria foi induzida a partir de
cotilédones dos embrides somaticos secundarios. A sua expressao
ocorreu a partir dos 45 dias ap6s a indugdo, na qual se verificou a
formagdo dos embrides somaticos na superficie dos explantes. A
resposta embriogénica diferiu estatisticamente entre os gendtipos
avaliados. Os gené6tipos EET 103, EET, 111, SA1 mostraram uma taxa
média de indugdo de 57,1% comparativamente aos valores observados
para o genotipo SA2 (36,4%). Todos os gendtipos avaliados nesta etapa
desenvolveram embrides e o genotipo EET 103 resultou no maior valor
de embrides somaticos (13), valor este estatisticamente diferente
daquele resultante dos gendtipos SAl, SA2 e EET 111 que
desenvolveram embrides em menor nuamero (7,2; 5.4; 1,2,
respectivamente) (Tabela 1).
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Tabela 1. Eficiéncia embriogénica do cacaueiro (7heobroma cacao L.)
a partir de estamindides (embriogénese primaria) e cotilédones de
embrides somaticos (embriogénese secundaria).

Embriogénese primaria Embriogénese secundaria
Resposta NUmero médio Resposta Namero médio
Genotipos  embriogénica  de embrides por  embriogénica de embrides
(%) explante (%) por explante
EET 103 1477 a 198 a 57,1 a 130 A
A
EET 111 11 c 32 b 72,7 a 7,2 b
SA1l 70 b 52 b 73,7 a 54 B
SA?2 47 b 13 b 36,4 b 12 C

SA3 3,0 bc 18 b

Numero de culturas que produziram embrides e nimero total de embrides foi
avaliado a cada duas semanas durante 10 meses. Os dados de resposta embriogénica
estdo expressos em porcentagem e em nimero o valor médio de embries por
cultura embriogénica. As letras minusculas indicam diferenga estatistica entre os
gendtipos. Para a resposta embriogénica os dados foram submetidos a Teste de
contingéncia e para numero de embrides os dados foram transformados para Log
(x+1), submetidos a ANOVA e teste de separagdo de médias TUKEY (p<0,05).

A variagdo genotipica foi significativa para a resposta
embriogénica de todos os genétipos avaliados tanto na embriogénese
priméaria quanto na secundaria. Os gendtipos avaliados mostraram
valores superiores de resposta embriogénica na embriogénese somatica
secundaria quando comprada com a embriogénese somatica primaria.
No entanto, com respeito ao nimero de embrides, o genotipo EET 103
resultou em valores inferiores na embriogénese somatica secundaria do
que na embriogénese somdtica primaria. O genotipo EET 111
apresentou um efeito contrario formando um maior nimero de embrides
na embriogénese secundaria e os genotipos SA1 e SA2 apresentaram o
mesmo nimero de embrides tanto na embriogénese somadtica primaria
quanto na secundaria (Tabela 1).
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Uma caracteristica comum observada na embriogénese primaria e
secundaria foi a assincronia do processo. Esta caracteristica foi também
reportada para outras espécies vegetais, entre as quais Vitis sp.
(JAYASANKAR et al., 1999); Dacus carota (MICHALCZUK et al.,
1992); Arachis sp. (CHENGALRAYAN et al., 1994); Acca sellowiana
(GUERRA et al., 2001) e Bactris gasipaes (STEINMACHER et al.,
2007).

No presente estudo foi possivel visualizar a eficiéncia dos
cotilédones de embriGes como explantes para a indugdo da
embriogénese repetitiva ou ciclica. Segundo MROGINSKI et al. (2010),
quanto mais jovem e indiferenciado se encontra o explante, melhor serd
sua resposta in vitro. De acordo com OLMOS et al. (2010) os materiais
que demonstram ter maior capacidade regenerativa sdo os obtidos de
tecidos meristematicos jovens, sejam gemas axilares ou adventicias,
embrides ou sementes. Os cotilédone pode ser considerado como um
tecido embrionario com elevada plasticidade do desenvolvimento, como
confirmado no presente trabalho.

A expressdo da embriogénese secundaria foi visivel apés 60 dias
de cultivo (Figura 1g), um tempo menor quando comparado com a
embriogénese somatica primaria que se manifestou a partir dos 90 dias
de cultivo (Figura 1c). Estas observagfes coincidem com os resultados
apresentados por MAXIMOVA et al. (2002), os quais demostraram que
a formacdo de embrides na embriogénese somatica primaria e
secundaria de Theobroma cacao L. esta associada a origens ontogénicas
diferentes para cada padrio de desenvolvimento. ALEMANNO et al.
(1996b) mostrou que a embriogénese somatica primaria tem origem
multicelular na qual a formacgdo do embrido somético tem uma etapa
intermediaria de formacé&o de calo, sendo este um caracteristico padrdo
de formagdo indireto. Por outro lado, embrides somaticos secundarios se
formam a partir de uma tUnica célula, sendo esta uma rota de formagdo
direta, a qual comparada com a embriogénese primaria mostrou
formagdo de um niimero maior de embrides normais (MAXIMOVA et
al., 2002).

Assim, um numero menor de variantes genéticas foram
detectadas entre os embrides somaticos secundarios quando comparados
aos embrides primarios de Theobroma cacao L. (RODRIGUEZ et al.,
2010), este resultado & similar ao obtido no trabalho realizado por
FANG et al. (2009) no que embrides somaticos de Theobroma cacao L.



64

formados na embriogénese secundaria ndo mostraram mutagdo. A
eficiéncia na embriogénese somadtica secundaria foi descrita também
para varias outras espécies, tais como: Juglans regia (POLITO et
al.,1989); Acanthopanax koreanum (CHOI et al., 1997); Dianthus sp.
(PAREEK et al., 2003); Coffea arabica (FIGUEROA et al., 2006) e
Bactris gasipaes (STEINMACHER et al., 2011).

Neste contexto, a embriogénese somatica secundaria se configura
como uma técnica potencial para o estabelecimento de um processo de
micro propagacdo ciclico de gendtipos de Theobroma cacao L. Contudo
é preciso levar em consideracdo que esta técnica esta restrita a formagéo
de embrides primarios e a resposta genotipo-dependente.

Segundo os resultados obtidos neste estudo foi possivel
determinar que a resposta embriogénica ¢ influenciada
significativamente pelo genotipo. Segundo MOTAMAYOR et al.
(2008) 0 Theobroma cacao L. é uma espécie com uma ampla
diversidade genética divida em 10 grupos geneticamente diferentes. Os
genotipos avaliados neste trabalho se encontram classificados dentro do
grupo genético Nacional de ocorréncia restrita ao Equador.

O efeito do gen6tipo na embriogénese somatica de Theobroma
cacao L. foi reportado por diferentes autores (LOPEZ-BAEZ et al.,
1993; ALEMANNO et al., 1996b; LI et al., 1998; MAXIMOVA et al.,
2002; TAN e FURTEK, 2003; TRAORE, 2006; ISSALI et al., 2008).
A diversidade genética da espécie tem sido um dos principais problemas
para desenvolver protocolos eficientes de embriogénese somatica.
Assim LOPEZ-BAEZ et al.(1993) e ALEMANNO et al. (1996b),
estudaram esta rota morfogenética nos grupos genéticos Criollo,
Forastero e Trinitario (classificacdo segundo CHEESMAN, 1944) e
reportaram resposta embriogénica apenas para o grupo Forastero. LI et
al. (1998), foi o primeiro em observar resposta embriogénica para 0s
trés grupos genéticos a partir de explantes derivados de partes florais
(estamindides e pétalas). A partir deste trabalho varios outros autores
(MAXIMOVA et al., 2002; TRAORE, 2006; ISSALI et al., 2008)
também observaram respostas embriogenéticas para os grupos Criollo,
Forastero, Trinitario e para hibridos comercias.

Os resultados do presente trabalho mostram uma resposta
embriogénica favoravel do grupo genético Nacional usando o protocolo
desenvolvido por MAXIMOVA et al. (2002) e modificado por
MINYAKA et al.(2008) (Tabela 1). S&o desconhecidos relatos na
literatura sobre a capacidade embriogénicas de genotipos de Theobroma
cacao L. do grupo Nacional, sendo estes os primeiros resultados
encontrados até o presente momento.
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Figura 1. Fases da embriogénese somatica de Theobroma cacao L. a)
Inducéo da embriogénese somatica primaria a partir de estamindides; b)
Calo derivado de estamindides; ¢) Expressdo da embriogénese somatica
primaria; d) Embriogénese somatica direta; e,g) Expressdo da
embriogénese somatica secundaria; h) Embrido somatico leitoso normal;
i) Embrido somético translucido normal; f) Conversdo do embrido
somatico; j) Plantula regenerada in vitro.

A embriogénese somatica ¢ o resultado de um processo
morfogenético no qual as células indiferenciadas adquirem competéncia
embriogénica (FEHER, 2005). Em Theobroma cacao L. a expressdo da
embriogénese somatica secundaria resultou na formacédo de varios tipos
de embrifes, os quais poderdo ser classificados pela aparéncia em
leitosos e translicidos (Figura 1h,i) e pela caracteristica morfol6gica em
normal e anormal. EmbriGes normais foram considerados aqueles que
apresentaram bipolaridade definida, dois cotilédones e o hipocétilo bem
formados. Por outro lado embrifes anormais se consideraram aqueles
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gue apresentaram mais de dois cotilédones, hipocétilos fusionados e
embrides com auséncia de polaridade.

O numero total de embrides totais formados da embriogénese
somatica secundaria foi avaliado e os mesmos foram separados segundo
as diferentes caracteristicas morfologicas observadas: leitoso normal,
leitoso anormal, translicido normal e translicido anormal. A observacao
de embribes somaticos de Theobroma cacao L. com aparéncia diferente
foi mencionada por LI et al. (1998). Foram identificados embribes
normais de dois tipos distintos: o primeiro tipo foi embrides com
aparéncia esbranquicada (whitish) e o segundo tipo com aparéncia
amarelada e traslucida (yellowish and translucent). Esta classificacdo
pode ser considerada similar aquela proposta para o presente trabalho,
isto é: leitosos (Figura 1h) e translicidos (Figura 1i). Ainda no presente
estudo, o genotipo EET 103 foi o que mais formou embrides por
explante (14), resultando em um embrido somatico leitoso anormal, 5
leitosos normais, 5 translucidos normais e 3 translucidos anormais,
sendo quantidade de embrides estatisticamente diferente entre si. Nos
genotipos SA 1 e EET 111 ndo se observou diferenca significativa no
numero total de embrides somaticos como também ndo foi observada
diferenga entre o nlimero de embrides produzidos de cada um dos tipos
(Figura 2).

Os dados apresentados mostraram que aproximadamente o 50%
dos embrides formados durante a embriogénese somatica secundaria
corresponderam ao grupo de embrides anOmalos. A observacdo de
embrides somaticos andmalos na embriogénese somatica de Theobroma
cacao L. foi reportada anteriormente. Assim, ALEMANO et al.,
(1996b), e MAXIMOVA et al(2002), classificaram os embrides
somaticos desta espécie em trés categorias: 1- embrides normais com
polaridade definida, meristema apical e radicular e dois cotilédones; 2-
embrides fusionados no hipocotilo ou nos cotilédones e a categoria 3 -
os embrides sem polaridade. LI et al. (2008) ¢ TAN e FURTEK (2003)
também observaram na embriogénese somatica de Theobroma cacao L.
a formacdo de um grande ntimero de embrides andmalos e assinalaram
que a conversdo destes nem sempre resultava em uma plantula anémala,
mas sim que estes se desenvolviam mais lentamente do que os embrides
somaticos normais.
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Figura 2. NUumero médio de embrides somaticos dos tipos leitoso
normal e anormal, translicido normal e anormal observados durante a
embriogénese somatica primaria e secundaria de Theobroma cacao L.
dos genétipos EET 103, EET 111 e SA 1. Valores médios seguidos de +
erro padrdo (barras verticais). As letras minudsculas indicam diferencia
estatistica entre os tipos de embrides do genétipo EET 103. Os dados
foram transformados para Log (x+1), submetidos a ANOVA e teste de
separacao de médias TUKEY (p<0,05).

A formagdo de embrides andmalos na embriogénese somatica de
varias espécies também tem sido assinalada. Assim, em Acca sellowiana
determinou-se que apenas 25% dos embrides formados foram
considerados como normais, atribuindo-se este efeito a varios fatores
tais como os diferentes planos de divisdo das células embriogénicas, a
origem unicelular ou multicelular do embrido e aos efeitos do 2,4-D no
meio de indu¢do (PESCADOR et al., 2008).

Com frequéncia, o desenvolvimento de embrides anomalos tem
sido observado quando se utiliza o 2-4 D no meio de inducdo
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(RODRIGUEZ ¢ WETZSTEIN, 1998; PESCADOR et al., 2008) e
efeitos prejudiciais na capacidade de regeneragdo dos embrides foram
encontrados (LAZZERI et al., 1987 e SOFIARI et al., 1997). No
entanto, em muitos casos a morfologia anormal dos embrides nao
diminui a capacidade de conversdo dos embrides (PARK e FACCHINI,
2000).

5.2 Analises histoldgicas por microscopia Optica

Para verificar a condi¢do morfologica dos embrides do tipo leitoso e
transliicido normal, andlises histologicas por microscopia 6ptica foram
realizadas. O azul de toluidina, reagente utilizado nas anélises
histolégicas do presente estudo, apresentou rea¢do metacromatica em
azul no citoplasma e o nticleo das células, ndo marcando vactiolos.

Os embrides somaticos do tipo leitoso (figura 3a) e translucido
normal (figura 3j) mostraram padrdes morfologicos iguais. Nas sec¢des
longitudinais foi possivel observar a polaridade do embrido (Figura 3b,
k), identificando-se o meristema apical (Figura 3d, n) o qual apresentou
células mais densas e semelhantes 4s células do meristema radicular
(Figura 3 e, I). Nas seccdes longitudinais e transversais (Figura 3 cm) os
feixes vasculares foram evidentes e grande quantidade de capsulas de
compostos fendlicos se distribuiram por todo o tecido do embrido.

5.3 Conversao de embrides somaticos

Durante a conversdo dos embrides somaticos de Theobroma
cacao L., foi possivel diferenciar o comportamento dos embrides do tipo
leitoso ¢ a dos embrides do tipo translucido. A conversdao dos embrides
do tipo leitoso normal se caracterizou por ser um processo precoce,
acompanhado da formacdo de raizes primarias e a subsequente
elongagdo do hipocotilo (Figura 3f), posteriormente se iniciou o
esverdeamento dos hipocédtilos e dos cotilédones (Figura 3g),
finalizando com o aparecimento de folhas jovens (Figura 3h) e a
regeneragdo de uma plantula normal (Figura 3i). Por outro lado, a
conversao dos embrides do tipo translicido normal, se caracterizou pela
auséncia de raizes; os cotilédones permaneceram dormentes e o
hipocétilo intumesceu sem o alongamento caracteristico (Figura 30). Na
maioria dos casos observou-se o esverdecimento dos hipocotilos e dos
cotilédones (Figura 3p).
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Figura 3. Processo de conversao dos embrides somaticos de Theobroma
cacao L. a) Embrido somatico leitoso normal; b) Sec¢do longitudinal do
embrido leitoso submetido ao teste de ATO, mostrando polaridade
definida e faixa procambial evidente; ¢) Seccdo transversal do embrido,
ressaltado a presenca de feixes vasculares e de compostos fendlicos; d)
Seccéo longitudinal submetida ao teste de ATO, revelando a presenga de
células mais densas na regido do meristema apical; e) Seccdo
longitudinal submetida ao teste de ATO, evidenciando a presenca de
células mais densas na regido do apice radicular; ) Inicio da conversdo
emergéncia de raiz primaria; g) Esverdecimento dos cotilédones; h)
Primordios foliares; i) Plantula regenerada in vitro; j) Embrido soméatico
translicido normal; k) Secgdo longitudinal do embrido submetida ao
teste de ATO, revelando polaridade definida e faixa procambial
evidente; I) Seccdo longitudinal submetida ao teste de ATO, presenca de
células mais densas na regido do apice radicular; m) Seccéo transversal
do embrido, ressaltado a presencia de feixes vasculares e compostos
fendlicos; n) Seccdo longitudinal submetida ao teste de ATO, presenga
de células mais densas na regido do meristema apical; 0-p) Embrido
somatico transldcido apds a conversao.

A porcentagem média de conversdo dos embriGes sométicos do
tipo leitoso foi de 76% para o genétipo EET 103 e de 90% para o
gendtipo EET 111. Em quanto que, a porcentagem de conversdo dos
embrides do tipo translicido foi de 15% para o genétipo EET 103 e
17,8% para o gend6tipo EET 111. Os resultados ndo mostraram diferenca
estatistica entres os genotipos, no entanto diferenca estatistica foi
observada entre a capacidade de conversdo em plantulas entre os
embrides do tipo leitoso e transltcido (Figura 4).

Os resultados de conversdo mostrados na Figura 4 sdo muitos
semelhantes aos reportados por LI et al. (1998), para os quais, a partir
de embrides somadticos do gendtipo SCA-6-Al formados na
embriogénese primaria foram observadas taxas de conversdo dos
embrides do tipo leitoso maiores do que 70% e ndo maiores do que 30%
para os embrides do tipo translucido.
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Figura 4. Porcentagem de conversdao dos embribes somaticos do tipo
leitoso e translicido dos genétipos EET 103 e EET 111 de Theobroma
cacao L. Valores médios seguidos de * desvio padrdo. As letras
minGsculas indicam diferenca estatistica entre os tipos de embrides
dentro dos gen6tipos. Os dados foram transformados para Log (x+1),
submetidos a ANOVA e teste de separacdo de médias TUKEY
(p<0,05).

A aplicagdo dos sistemas in vitro baseados na embriogénese
somatica para a regeneracdo clonal de plantas depende ndo somente da
eficiéncia na formacdo e desenvolvimento de embrides, mas também
pela capacidade dos mesmos em gerar plantulas normais
(REDENBAUGH et al., 1986). Tem sido postulado que a capacidade de
conversdo dos embrides somdaticos estd determinada pelo equilibrio
hormonal e o acumulo de substancias de reserva (BROWNFIELD et al.,
2007), bem como pela a maturidade morfologica e fisiologica do
embrido alcangada durante a ontogénese embriondria (STASOLLA e
YEUNG, 2003). Em varios sistemas, uma grande quantidade de
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embrides ¢ produzida, mas o principal problema ainda é a baixa
frequéncia de conversdo (GAJ, 2004).

Resultados anteriores em Theobroma cacao L. indicaram baixas
taxas de conversdao dos embrides somaticos em plantulas. Segundo
TRAORE (2006), entre 16 e 21% dos embrides converteram em
plantulas apdés 60 dias de cultivo. QUAINOO ¢ DWOMON (2012)
obtiveram 52% de conversao apo6s 60 dias de cultura associado ao uso
de 0,1 uM de ABA no meio de cultura antes de sua conversao.

No presente trabalho, a taxa de conversdo dos embrides
somaticos do tipo leitoso foi de 76% e 90% (Figura 4) e estes resultados
superam as taxas de conversdo encontradas nos trabalhos anteriormente
citados para esta espécie, indicando um bom potencial de conversao
deste tipo de embrido somatico. No entanto, apenas 0 25% dos embrides
formados corresponderam ao grupo leitoso normal.

A conversao dos embriGes somaticos em plantulas € um processo
equivalente a germinacdo em sementes. Assim, durante a conversao o
meristema apical e radicular devem se tornar metabolicamente ativos. O
éxito do processo de conversdo esta condicionado pelo potencial do
embrido somatico para responder a esta rota de desenvolvimento, bem
como da correta expressdo espacial e temporal dos genes (LI et al.,
2002). Segundo FRAGA et al. (2012) a metilacdo do DNA é um dos
inlmeros mecanismos que regulam a expressdo genica e por tanto
governam a transicdo do embrido somatico heterotréfico/mixotréfico a
condi¢do de plantula autotrofica

O presente trabalho constitui o primeiro relato da embriogénese
somatica de Theobroma cacao L. do grupo genético Nacional. Assim, as
informacOes geradas sdo relevantes, dado o potencial da técnica para a
propagacdo massal in vitro de gendtipos elite. Os resultados encontrados
na etapa de conversdo mostraram que uma elevada porcentagem de
conversdo dos embrides somaticos pode ser obtida a partir da
classificagdo e selecdo dos embrides somaticos. No entanto, as
caracteristicas que determinam a capacidade de conversdo dos embrides
somaticos do tipo leitoso, assim como os mecanismos que regulam a
conversdo dos embribes somaticos em plantas, precisam ser melhor
elucidados.
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CAPITULO 3 - ESTUDO DA METILACAO DO DNA GLOBAL
DE EMBRIOES SOMATICOS E PLANTULAS DE Theobroma
cacao L. POR MEIO DE CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA HPLC/UYV.

1. Resumo

A metilacdo do DNA ¢é conhecida por desempenhar um papel
crucial na regulagdo do desenvolvimento das plantas e 6rgdos ou na
diferenciacdo de tecidos. Durante a embriogénese somatica secundaria
de Theobroma cacao L. foram identificados dois tipos de embribes
somaticos, segundo a aparéncia visual foram classificados em leitosos e
translicidos. No presente trabalho foram comparados os niveis de
metilacdo global do DNA dos embrifes somaticos de Theobroma cacao
L. no estaddio cotiledonar formados na embriogénese somatica
secundaria assim como também das plantulas regeneradas apds a
conversao dos embrides, DNA por meio de cromatografia liquida de alta
eficiéncia HPLC/UV. Os resultados mostraram a ndo divergéncia no
padrdo da metilagdo do DNA dos embriGes do tipo leitoso com as
plantulas regeneradas a partir de este tipo de embrides. Contudo, um
efeito de demetilagdo do DNA foi observado quando comparados os
embrides transllcidos e as plantulas resultantes da conversdo destes
embrides. Assim, sugere-se que a metilacdo do DNA regulou o processo
de conversdo dos embrides sométicos e que caso a demetilacdo do DNA
ndo for transitéria podem ocorrer distdrbios na formagdo dos embribes
somaticos.
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2. Abstract

DNA methylation is known to play a crucial role in the regulation
of plant development and differentiation. During secondary somatic
embryogenesis of Theobroma cacao L. it was identified two types of
somatic embryos: opaque and translucent. In the present study we
compared the levels of global DNA methylation of Theobroma cacao L.
somatic embryos at the cotyledonary stage, as well as the resulting
regenerated plantlets by means of high performance liquid
chromatography HPLC/UV. No differences were observed in the pattern
of DNA methylation of opaque embryos and the regenerated plantlets
from such embryos. However an effect of demethylation of DNA was
observed when comparing the translucent embryos and their derived
plantlets. Thus, it is suggested that DNA methylation might regulate the
process of conversion of somatic embryos and that if DNA
demethylation is not transient disturbances may occur in the formation
of somatic embryos.
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3. Introducao

A metilacdo do DNA é um fenbmeno comum em eucariotos que
tem efeitos epigenéticos e mutagénicos para diversas atividades
celulares (PORTIS et al., 2004). Em eucariotos, a distribuicdo e nimero
de 5-methylcytosines (5mC) ao longo do DNA ¢é hereditario, mas
também pode mudar com o estado de desenvolvimento da célula
(KOUKALOVA et al., 2005).

Embora a funcdo fisiolégica da metilacdo do DNA em plantas
ndo tem sido completamente compreendida, a metilacdo de DNA tem
sido associada a numerosos processos bioldgicos, incluindo o imprinting
gendmico, a regulacdo da transcricdo da expressdo genica, controle da
mobilidade dos elementos transponiveis e silenciamento de genes
(HAFIZ et al., 2001; MARTIENSSEN e COLOT, 2001,
PASZKOWSKI E WHITHAM, 2001).

A metilacio do DNA apresenta interesse cientifico e parte
expressiva dos estudos tem se concentrado no seu efeito no
silenciamento de genes (GRUNAWU et al., 2001). A metilacdo da citosina
em regides codificadoras ou promotoras pode bloquear a expressdo dos
genes-alvo, enquanto por outro lado a demetilacdo de DNA pode ser um
dos passos necessarios para a ativacdo da transcricdo no genoma dos
eucariéticos (FINNEGAN et al., 2000; KOVARIK et al., 2000; LU et
al., 2006).

A plasticidade da metilacdo é definida como as alteracdes de
metilacdo/demetilacdo que ocorrem durante o0 crescimento e
desenvolvimento da planta, tanto in vivo quanto in vitro. Reducdes no
nivel de metilagdo (hipometilagdo) numa populacdo de células
especifica estdo associados ao inicio de um programa de diferenciacao,
tal como a embriogénese somatica (RAMCHANDANI et al., 1999).

A regeneracéo de plantulas a partir do cultivo in vitro tem sido
associada com o aparecimento ocasional de individuos que apresentam
anomalias fenotipicas (ZHAO et al., 2006). Este fendmeno é conhecido
como variagdo somaclonal e tem duas causas principais: mutacdo
genética e mudancas epigenéticas (RODRIGUEZ et al., 2010).

No presente trabalho (Capitulo 2) evidenciara-se diferenca
estatistica na porcetagem de conversdo dos embrides somaticos do tipo
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Leitoso e Translucido formados durante a embriogénese secundaria de
Theobroma cacao L. Levando em conta que a metilacdo do DNA é um
dos inUmeros mecanismos que regulam a expressdo genica e por tanto
governam a transi¢do do embrido somatico heterotrofico/mixotréfico a
condicdo de plantula autotrdfica.

Por tanto o presente capitulo teve como objetivo comparar 0s
niveis de metilacdo global dos embrides sométicos do tipo Leitoso e
TranslGcido formados na embriogénese somatica secundaria de
Theobroma cacao L. e das plantulas regeneradas apds a conversdo dos
embrides, usando a metodologia de quantificacdo da metilagdo do DNA
por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia HPLC/UV.

4, Material e métodos
4.1 Material vegetal

Foram utilizadas amostras de embrifes somaticos em estadio
cotiledonar do tipo leitoso e transltcido normal, plantulas convertidas e
estruturas resultantes da conversdo dos embrides somaticos formados na
embriogénese somatica secundaria, dos genétipos EET 103 e EET 111.
Amostras de 250 mg foram coletadas em triplicata.

4.2 Extracdo de DNA

As amostras coletadas foram submetidas a extragdio de DNA
segundo o protocolo descrito por DOYLE E DOYLE (1987). Para a
maceracdo do material as amostras foram depositadas em um cadinho
de cerdmica ao qual foi adicionado nitrogénio liquido. Apds a
maceracao foram adicionados 700 pl de tampao de extracdo (2% CTAB;
14 M NaCl; 20 mM EDTA; 100mM Tris-Cl, pH 8,0; 2%
polivinilpirrolidona e 3% 2-mercaptoetanol), transferido para um
microtubo de 2 ml e incubado em banho-maria (60-65°C) por 30 min,
sendo agitado a cada 10 min para o homogeneizacdo da amostra. Apos a
retirada do banho-maria foram adicionados 600 ul de cloroféormio-
alcool isoamilico (CIA), submetido a agitacdo por inversdo durante 5
min e centrifugacdo em microcentrifuga (12.000 a 15.000 RPM durante
8 min). Apos esse procedimento, foi transferida a fase superior aquosa
para um novo tubo onde foram adicionados 50 ul de CTAB 10% e 1,4
M de NaCl. O procedimento de extragao com 600 pl de CIA foi repetido
novamente, para garantir a qualidade do DNA por meio da maxima
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extragdo de impurezas (proteinas, agentes fenolicos, entre outros)
possivel.

Apoés a segunda extragdo, foram adicionados 2/3 do volume de
isopropanol para a precipitagdo do DNA por periodo nao inferior a duas
horas a -20°C. Submeteu-se a amostra a nova centrifugacdo (6000-7500
RPM) por 10 min, até a formagdo do pellet. O sobrenadante foi
descartado e o pellet lavado duas vezes em alcool 70% por um minuto e
uma vez em solug@o de etanol 95% por um minuto. O sobrenadante foi
descartado e o pellet deixado secar por aproximadamente 30 min para a
total evaporacdo do alcool. Uma vez lavado e livre de qualquer residuo
de alcool, o pellet foi resuspendido em 100 pl de tampao TE (10 mM
Tris—HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0) e quantificado em espectrofotometro
Nanodrop® 1000 (NanoDrop Technologies, Inc.) que forneceu a
concentracdo de acido nucléico das amostras.

4.3 Digestao de acidos nucléicos

Os procedimentos de digestdo foram baseados no protocolo
desenvolvido por JOHNSTON et al. (2005). As digestdes com RNase
realizadas com 100 pl de acido nucléico (1 pg.ul-1) em tampéo TE. As
amostras foram aquecidas a 65°C por 5 min para sua deshaturacdo e
incubadas a 4°C por 10 min. Em seguida, foram adicionados 10 pl de
RNase A (1 pg.ul-1) e 10 ul de RNase T1 (20 ug.ul-1) sendo vortexadas
e incubadas a 37°C por 17 horas. Apoés a digestdo, 20 pl de acetato de
sodio (3M, pH 5,4) foram adicionados para uma concentracao final de
0,3 M e os microtubos foram agitados. O DNA e o0 RNA resistente a
RNase foram precipitados com 136 pl de isopropanol gelado (-20°C),
agitados e incubados por 30 min a -20°C. As amostras foram entdo
centrifugadas a 5.000 x g por 10 min para formacéo de um pellet, sendo
lavado com etanol 70% (v/v) e re-centrifugados a 5000 x g por 5 min.
Os pellets foram secos a temperatura ambiente e ressuspendidos em 100
ul de H20 deionizada e autoclavada. A concentracdo de acidos
nucléicos foi novamente determinada conforme descrito anteriormente e
as concentracdes das amostras foram ajustadas para 0,25 pg. pl-1 em
H20. As digestdes de DNA com nuclease P1 e fosfatas alcalina foram
realizadas utilizando 25 pg de &cido nucléico em 100 ul de H20
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deionizada, de acordo com o descrito por JOHNSTON et al. (2005). Os
acidos nucléicos foram desnaturados por aquecimento a 100°C por 2
min e mantidos a 4°C por 5 min. Foram adicionados 5 ul de 10 mM
ZnSO4 e 10 pl de nuclease P1 (1.0 U.ml-1 em NaOAc 30 mM (pH 5.4))
seguido da agitacdo das amostras e incubagdo para a rea¢do de digestao
a 37°C por 17 horas. Apos este periodo, foram adicionados 10 pl de Tris
0.5 M (pH 8.3) e 10 ul de fosfatase alcalina (10 U.ml-1 em (NH4)2S04
2.5 M) aos microtubos, sendo agitados e incubados por 2h a 37°C. Por
fim, as amostras foram centrifugadas a 10.000 x g por 5 min e o
sobrenadante foi armazenado a -20°C até a anélise por HPLC.

4.4 Analise por HPLC/UV

As andlises por HPLC/UV foram baseadas no procedimento
descrito por JOHNSTON et al. (2005). Foi utilizada uma coluna
Hyperclone 5 um C18 (250 x 4.6 mm) (Phenomenex®), pré-coluna (4.0
x 3.0 mm) (Phenomenex®) e detector UV a 280 nm. O programa de
eluicdo por gradiente consistiu de 3 min com 100% de tampao A (0,5%
v/v de metanol em tampdo KH2PO4 10 mM, pH ajustado para 3,7 com
acido fosforico), seguido por um gradiente linear 3-20 min com 100%
de tampdo B (10% v/v de metanol em KH2PO4 10 mM, pH ajustado
para 3,7 com acido fosfdrico), sequido por 20-25 min com 100% de
tampdo B. O fluxo utilizado foi 1 mL.min-1 sendo injetados 20 ul de
amostra, com duas repeticbes cada, totalizando duas replicatas
bioldgicas e duas replicatas técnicas de cada amostra.

As concentragcbes de nucleosideos foram determinadas por
comparagdo com padrdes externos de acordo com a area do pico
formado. Os padr@es utilizados foram dNTPs (dA, dT, dC, 5mdC e dG)
submetidos a digestdo por duas horas com fosfatase alcalina (10 U.mL-
1) e Tris-HCI (0,5 M pH 8,3) a 37°C, visando obter-se 0s nucleosideos.
Os padrdes de nucleosideos (5-50 mM) foram preparados em H20
deionizada e armazenados a -20°C.

A quantificacdo da 5-metil-2'-deoxicitina (5mdC) (%) foi
calculada de acordo com a concentracdo de 5mdC dividido pela
concentracdo de 5mdC somada a concentracdo de deoxicitidina (dC)
multiplicado por 100.

Os dados de metilacdo do DNA (5mdC) dos embrifes somaticos
e das plantulas expressos em porcentagem foram submetidos a
ANOVA e teste de separacdo de médias TUKEY (p<0,05).
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5. Resultados e discussao

Os resultados da quantificacdo da metilagdo do DNA dos
embrides somaticos e das plantulas revelaram padrfes distintos de
metilacdo em cada um dos gendtipos avaliados (Tabela 1).

Tabela 1. Valores de metilagdo do (SmdC) expressos em porcentagem
quantificada por HPLC/UV dos embrides somaticos ¢ das plantulas de
Theobroma cacao L. dos genotipos EET 103 e EET 111.

) ) Embri&o Plantula
Genétipo  Tipo - -
Metila¢do % (5mdC) Metilagao % (5mdC)
Leitoso 14,76 + 0,23 Bb 1558 + 0,35 Aa*
EET 103 .
Translicido 17,49 = 0,33 Aa 516 + 0,15 Bc**
Leitoso 178 + 04 Aa 1519 + 0,1 Aa*
EET 111 Tréanslacido 17,15 + 0,44 Aa 9,47 + 0,27 Bb**

Valores médios seguidos de * desvio padrdo. Letras mailsculas representam
diferencas entre os tipos de embriGes e plantulas e letras mindsculas entre 0s
genotipos. Os dados foram submetidos a ANOVA e teste de separacdo de médias
TUKEY (p<0,05). * Plantulas normais ** Plantulas anormais.

No genétipo EET 103 a porcentagem da metilagcdo dos embrifes
leitosos foi sutilmente menor, mas estatisticamente diferente, do que
aquela observada nos embrides translicidos (14,8% e 17,5%,
respectivamente). Por outro lado, a porcentagem da metilagcdo das
plantulas normais, resultado da conversdo dos embrides leitosos,
mostraram valores superiores e estatisticamente diferentes do que as
plantulas anormais, resultado da conversdo dos embrides translicidos
(15,6% e 5,2% respectivamente). A relacdo da porcentagem da
metilacdo entre o embrido e a planta, advertiu que o valor da
porcentagem da metilagdo do embrido leitoso é sutilmente menor do que
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0 da planta normal quando comparada com a porcentagem da metilacdo
do embrido translicido e da plantula anormal, que é estatisticamente
diferente (0,8% e 12,3%, respectivamente) (Tabela 1, Figura 1).

Para o gendtipo EET 111, os resultados encontrados divergiram
daqueles obtidos para o gen6tipo EET 103. A porcentagem da metilagéo
dos embrides leitosos em relagdo aos embrides translicidos foi
sutilmente maior porem sem diferenca estatistica (17,8 % e 17,2%,
respectivamente). No entanto, os valores da porcentagem da metilagdo
das plantulas normais mostraram valores superiores do que os valores
das plantulas anormais (15,9% e 9,5%, respectivamente), similar ao
padrdo da metilagdo observado no genétipo EET 103. Comparando os
embribes e as plantulas ap6s a conversdo, observou-se que o valor da
porcentagem da metilacdo do embrido leitoso é maior e estatisticamente
diferente do que o da plantula normal (17,8% e 15,9%,
respectivamente). Do mesmo modo, o valor da porcentagem da
metilacdo do embrido translicido foi expressivamente maior e
estatisticamente diferente do que o valor da plantula anormal (17,2% e
9,5%, respectivamente) (Tabela 1, Figura 1)).

A metilacdo da citosina no DNA controla o crescimento e 0
desenvolvimento das plantas. A metilacdo especifica da citosina em
plantas controla praticamente todos 0s processos genéticos, incluindo a
transcricdo, replicacdo, mecanismo de reparo do DNA e diferenciacdo
celular, além de estar particularmente envolvida no silenciamento de
genes especificos e elementos de transposi¢do (VANYUSHIN, 2006).
Os padroes de metilagdo encontrados no presente trabalho
possivelmente estdo afetando diretamente o controle da expressdo
génica, além de todos os processos genéticos descritos. Assim, 0s
padrdes expressos podem ser considerados como marcadores do
processo de conversdo dos embrifes na embriogénese somaética de
Theobroma cacao L.



87

Conversdo do embrido leitoso

L

20 17,8
15,58
916 14,76 7 15;19 B Embriao
£
wn
< 12 Planta
Q
'c_:m 8
]
= 4
0
EET 103 EET 111
Conversdo do embrido translucido b
20 1 17,49 17,15
%16 - W Embriao
&
212 - 9.47 Planta
° 7
!g‘ I
g8 5,16
u =
= 4 -
0 .

EET 103 EET 111




88

Figura 1. Metilacdo global (5mdC) expressada em porcentagem
quantificada por HPLC/UV da relagcdo embrido somatico-plantula de
Theobroma cacao L. apds a conversdo. A. Conversdo dos embrides do
tipo leitoso no gendtipo EET 103 e EET 111. B. Conversdo dos
embrides do tipo Translucido no gendtipo EET 103 e EET 111. Valores
médios seguidos de + desvio padrdo (barras verticais). Letras maitsculas
representam diferencas entre os gendtipos e letras mindsculas entre
embrides somaticos e plantas. Os dados foram submetidos a ANOVA e
teste de separacdo de médias TUKEY (p<0,05).

A indugdo de embriogénese somatica consiste na rescisdo de um
programa de expressao génica no tecido do explante, e a sua substituicdo
por um programa de expressdo embriogénico (CHAKRABARTY et al.,
2003). Mudancas na metilacdo estdo associadas a alteragdo de padroes
gue ocorre no processo de competéncia e de determinacdo sofrido pelo
explante, e posteriormente na determinacdo dos embriGes somaticos
formados na embriogénese somatica (RUIZ-GARCIA et al., 2005).
Segundo FRAGA et al. (2012) essas alteragdes na metilacdo podem ser
elementos chave do processo de morfogénese in vitro, visto que os
processos de competéncia e determinacdo estdo intimamente
relacionados ao controle da expressdo génica.

No presente trabalho, a quantificacdo da metilacdo dos embribes
normais formados na embriogénese somatica de Theobroma cacao L.
mostrou pequenas diferencas entre 0s genotipos (Tabela 1), que variou
entre 14,8 % e 17,8%. A porcentagem de metilacdo encontrada nos
embribes ¢ muito similar ao valor encontrado em folias jovens de Oryza
sativa (16,3%) (XIONG et al., 1999) e com o de sementes de Brassica
napus em germinacdo (15,7 %) (LU et al., 2006). No entanto este valor
é significativamente menor do que o 35 e 43 % encontrado em plantulas
de Arabidopsis (CERVERA et al., 2002) e 20 e 45% encontrado em
culturas embriogénicas de Acca sellowiana (FRAGA et al., 2012). Estas
diferencas no nivel de metilagio do DNA pode ser resultado dos
diferentes tipos de tecidos testados ou do controle genético de cada um
das espécies testadas, devido a divergéncias no tamanho do genoma,
status hormonal dos explantes e condigdes de cultivo. Tem sido relatado
gue tanto os mecanismos genéticos e ambientais podem ser responsaveis
pela variacdo dos niveis de metilagio em Arabidopsis (RIDDLE e
RICHARDS, 2002).
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A aplicagdo dos sistemas in vitro baseados na embriogénese
somatica para a regeneracao de plantas, esta determinada nio s6 pela
eficiéncia na formagdo de embrides, mas também pela frequéncia e
capacidade dos embrides de se converter em plantas. O processo de
mudangas que sofre o embrido para dar lugar a uma planta é conhecido
como conversao e implica na formagdo de raizes primarias, a formacao
de um meristema com primoérdios foliares e o reverdecimento de
hipocétilos e cotilédones (REDENBAUGH et al., 1986). A converséo
dos embrides somaticos ¢ um processo analogo a germinagdo de
sementes. Assim, estudando a dinamica da metilagdo do DNA durante o
desenvolvimento das sementes de Silene latifolia, ZLUVOVA,
JANOUSEK e VYSKOT (2001) observaram um processo moderado de
hipometilagdo global durante a sua germinacdo. Este processo durante
os periodos de germinacdo e pods-germinacdo refletiria uma forma de
transi¢do da semente metabolicamente quiescente para o crescimento
ativo e o desenvolvimento das plantulas.

Como foi mostrado no capitulo dois, o éxito da conversdo dos
embrides somaticos no Theobroma cacao L. esta condicionada a
caracteristica dos embriGes somaticos, e assim, a partir de embrides
somaticos leitosos normais foram obtidas aproximadamente 80% de
plantas normais enquanto a partir dos embrides translicidos foram
obtidas apenas 20% plantas anormais. Ao quantificar a metilacdo do
DNA foi possivel observar que existe uma sutil diferenca entre a
percentagem de metilagdo dos embrides leitosos e das plantulas normais
regeneradas. Estes valores ndo se comparam com a grande diferenca
entre os embriBes translicidos e a plantula anormal (Figura 1). No
processo de conversdo dos embribes somaticos, a metilagdo € um dos
inlmeros mecanismos que governam a transicdo do embrido somatico
heterotréfico/mixotrofico a condicdo de plantula autotrofica (FRAGA et
al., 2012). Os resultados obtidos neste trabalho mostraram uma sutil
diferencia na metilacdo do DNA entre 0s embriGes leitosos e as
plantulas (Figura 1A), por tanto é possivel supor que as mudangas no
padrdo de metilagdo sofridas durante o processo de conversdo podem ser
restabelecidas com a formacéo da plantula. As plantas tém tendéncia e
capacidade de reestabelecer um padrdo de metilagdo do genoma inicial
(FINNEGAN et al., 1998).
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Estudando a progressiva erosdo genética e epigenética na
embriogénese somatica de Theobroma cacao L., RODRIGUEZ et al.
(2010) determinou que existe diferencia na metilagdo em tecidos da
mesma planta. No entanto, estudando a embriogénese somatica, o perfil
epigenético dos embrides sométicos resultou ser muito semelhante ao
perfil epigenético das folhas da planta matriz, e divergente do perfil do
explante (estaminoide). Curiosamente, a divergéncia epigenética que
existia entre os tecidos da mesma planta foi reduzida durante a
embriogénese somatica, com a formacdo do embrido apés 10 semanas
de cultivo. Deste modo, é possivel postular que neste caso e no padrao
de metilagdo expressado pelos embrides somaticos leitosos, a metilacdo
do DNA poderia estar controlando a integridade do genoma a através do
controle da formacdo de eventos recombinantes aberrantes
(VIGOUROUX et al., 2002).

O inicio de um processo de diferenciacdo celular implica um
aumento/reducdo da metilagdo do DNA, chamado metilagcdo de novo.
Assim no estudo da metilacio do DNA durante a germinacdo de
Triticum aestivum L. a analise da metilagdo do DNA, mostrou que 0s
eventos de demetilagdo foram trés vezes maiores do que a metilagdo de
novo, o que indica que a demetilagdo foi predominante na germinagdo
de sementes de Triticum aestivum, mesmo que eventos de metilacdo
também ocorrerdo (MENG et al., 2012).

A formacdo de plantas anormais na conversdo dos embriBes
somaticos de Theobroma cacao L. foi um evento decorrente dos
embrides translicidos (capitulo dois). Ao quantificar a metilacdo dos
embrides transllcidos, ndo se encontrou diferenca estatistica com os
embribes leitosos. No entanto, os valores da metilacdo das plantulas
obtidas a partir destes embrides revelaram valores inferiores comparados
com os valores da metilacdo dos embriGes leitosos e com as plantulas
regeneradas destes embrifes (Figura 1B). Neste contexto, é possivel
presumir que o processo de diferenciacdo celular prévio a conversdo
propriamente dita se ativa e 0s embrides somaticos entram num
processo de transicdo similar com o registrado na germinacdo de
sementes, no o0 que 0s eventos de demetilagdo superam a metilagdo
(ZLUVOVA, JANOUSEK e VYSKOT, 2001; KOORNNEEF et al.,
2002; LU et al., 2006; FAIT et al., 2006; MENG et al., 2012). As
caracteristicas morfoldgicas das plantulas, auséncia da raiz e meristema
apical permitem deduzir que os embriGes transllcidos ndo conseguirdo
superar a etapa de transicdo requerida pelo processo de conversao para a
formagéo da plantula normal. Outro aspecto a ser considerado é o valor
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da metilagdo, o qual foi significativamente menor do que os embrides e
as plantulas normais. Por tanto é possivel postular que estes embrides
mantem um status intermediario ou de transicdo entre embrido e
plantula, consequentemente exibem anomalias fenotipicas.

Segundo RODRIGUEZ et al. (2012) a alteracdo generalizada no
perfil de metilacdo do DNA de um genoma tem o potencial para
conduzir variagOes fisioldgicas ou de desenvolvimento entre plantas
recuperadas a partir de cultura de tecidos.

A influéncia da hipometilagio do DNA na capacidade de
conversdo dos embriGes somaticos foi reportada por FRAGA et al.
(2012), quando embriGes somaticos de Acca sellowiana formados em
médios de cultura com drogas hipometilantes como a 5-Azacitidina
(Azac) apresentaram baixas taxas de conversdo, considerando-se como
um evento decorrente do desbalanco na metilacdo gerado por esta
droga.

Em trabalhos desenvolvidos em Arabidopsis, as plantas que
mostraram diminuicdo da metilagdo exibiram uma série de
anormalidades fenotipicas e no desenvolvimento, incluindo reducéo da
dominancia apical, menor tamanho das plantas, tamanho e forma da
folha alterada, diminuicdo da fertilidade, e alteragdo no tempo da
floracdo. Estas observacBes sugeriram que a metilagio do DNA
desempenha um papel importante na regulacdo de muitas vias de
desenvolvimento em plantas e que as anormalidades do
desenvolvimento vistos nas plantas pode ser devido a uma desregulagdo
da expressdo génica (FINNEGAN et al., 1996).

Os resultados apresentados no presente capitulo indicam que
durante a conversdo dos embriGes sométicos em plantulas de
Theobroma cacao L., o programa de expressdao génica foi controlado,
pelo menos em parte, pelos mecanismos epigenéticos que dependem da
metilagdo/ demetila¢cdo do DNA. O trabalhou desenvolvido evidenciou
gue quando o processo de conversdo dos embrides em plantas é eficiente
ndo ha acumulacdo de eventos de metilagdo. Assim durante a conversédo
dos embribes sométicos a metilagdo do DNA poderia controlar a
integridade do genoma a através do controle da formagdo de eventos
recombinantes aberrantes. Porém, existe a possibilidade que as plantas
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regeneradas in vitro ndo exibam anormalidades ligadas com a metilagdo
do DNA.
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CAPITULO 4 - PROTEOMICA COMPARATIVA DE EMBRIOES
SOMATICOS DE Theobroma cacao L.

1. Resumo

A embriogénese somdtica tem sido rotineiramente usada como
uma técnica de propagagdo in vitro e como um sistema-modelo para
investigar as mudancas estruturais e eventos fisiologicos e moleculares
que ocorrem durante o desenvolvimento embriondrio. Abordagens
baseadas na andlise protedmica podem permitir um melhor
entendimento desta rota morfogenética em nivel molecular. O presente
estudo teve como objetivo estabelecer um perfil proteico e identificar as
proteinas diferencialmente expressas nos embrides somaticos de
Theobroma cacao L. do tipo leitoso e translucido no estadio cotiledonar,
por meio da Eletroforese Bidimensionai (2-D). Foram identificadas
proteinas diferencialmente expressas nos dois tipos de embrides, sendo
detectados spots exclusivos para os embrides do tipo leitoso ¢ do tipo
translacido (8 e 26, respectivamente). As proteinas foram identificadas
por espectrometria de massas (MALDI-TOF). Foram identificadas 15%
das proteinas. As proteinas diferencialmente expressas nos embrides do
tipo translicido formam parte do grupo das proteinas LEA, as quais
poderiam estar relacionadas, entre outras, com o equilibrio hormonal do
embrido e consequentemente com a sua capacidade conversao.
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2. Abstract

Somatic embryogenesis has been routinely used as high
performance micropropagation system as well as a model system to
investigate structural, physiological and molecular events that occur
during embryonic development. Proteomic approaches may provide a
better understanding of this morphogenetic route at a molecular level.
The present study aimed at to establish a protein profile as well as to
identify differentially expressed proteins in translucent an opaque
cotyledonary-staged somatic embryos of Theobroma cacao L. by means
of 2D- electrophoresis. Differentially expressed proteins were identified
in the two types of embryo, being detected 8 exclusive spots associated
to the opaque type, and 26 exclusive spots to the translucent type. The
protein (15%) were identified by the mass spectrometry (MALDI-TOF).
Proteins differentially expressed in the translucent type embryos take
part of the LEA proteins, which may be related to the hormonal balance
of the embryo and therefore with the conversion capacity.
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3. Introducao

A embriogénese somatica é definida como um processo no qual
uma estrutura bipolar, semelhante a um embrido zigotico se desenvolve
a partir de uma célula ndo zig6tica e sem conexdo vascular com o tecido
original. Os embries somaticos sdo usados para o estudo de regulacéo
do desenvolvimento embrionario, mas também como um sistema de alta
eficiéncia regenerativa na micropropagacdo em larga escala (VON
ARNOLD et al., 2002).

A embriogénese somatica tem sido investigada em algumas
espécies modelo, tais como Daucus carota e Medicago sativa, para a
descrigdo dos eventos morfologicos € mecanismos associados expressdo
génica (CHUGH e KHURANA, 2002; SUPRASANNA E BAPAT,
2005; MORDHORST et al., 1997). Nao entanto, apesar dos esforcos
realizados os mecanismos precisos que regulam esta rota morfogenética
in vitro ainda ndo foram elucidados. Esforgos para descrever a
embriogénese somatica em nivel molecular utilizando a abordagem
protedmica tém sido feitos para diferentes espécies: Daucus carota
(DODEMAN e DUCREUX, 1996), Medicago sativa (ALEITH E
RICHTER, 1990;) Saccharum officinarum (BLANCO et al, 1997),
Picea glauca (STASOLLA et al, 2004; LIPPERT et al., 2005),
Ciclamen persicum (WINKELMANN et el., 2006), Vitis vinifera
(MARSOMI et al., 2008), Acca sellowiana (CANGAHUALA-
INOCENTE et al., 2009) e Thebroma cacao (NOAH et al., 2012).

Neste contexto, algumas proteinas envolvidas no processo da
embriogénese somatica tem sido identificadas, tais como as recepror-
like quinases (SERKs) (HECHT et al., 2001), proteinas I[ate
embryogenesis  abundant (LEA) (CHUGH e KHURANA, 2002),
proteinas de choque térmico (heat shock proteins-HSPs) (GYORGYEY
et al., 1991), proteinas de ligagdo ao GTP (DUDITS et al., 1995),
proteinas de transferéncia de lipidos (LTPs) (CHUGH ¢ KHURANA,
2002), proteinas arabinogalactanas (AGP) (VON ARNOLD et al,
2002), quitinases e peroxidases (HENDRIKS e DE VRIES, 1995).

Em Theobroma cacao L., as abordagens protedmicas estdo ainda
numa fase inicial (AWANG et al., 2010) e os estudos tem se focado
principalmente na melhoria dos produtos derivados de tratamentos pos-
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colheita (AWANG et al., 1993, ABECIA-SORIA et al., 2005). Com
uma metodologia, um tanto discutivel, NOAH et al. (2012) comparou o
protedma de embrides somaticos de Theobroma cacao L. com os seus
homologos zigoéticos no estadio torpedo. Os autores concluiram que os
perfis proteicos dos dois tipos de embrides foram semelhantes, mas que
a abundancia de proteinas especificas diferiu.

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo
estabelecer um perfil protedbmico e identificar as proteinas
diferencialmente expressas nos embrides somaticos do tipo leitoso e
translicido formados durante a embriogénese somatica secundaria de
Theobroma cacao L. por meio de Eletroforese Bidimensional. (2-D).

4, Material e métodos

4.1 Material vegetal

Foram utilizadas amostras de embrides somaticos em estadio
cotiledonar do tipo leitoso e translicido normal, formados na
embriogénese somatica secundaria (Figura 1). Amostras de 500 mg
foram coletadas em seis replicatas bioldgicas do gendtipo EET 103.

Figura 1. Embriogénese somatica de Theobroma cacao L. a) Expressao
da embriogénese somatica secundaria; b) Embrido somatico leitoso
normal; ¢) Embrido somatico translicido normal.

4.2 Extracdo de proteina
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As amostras coletadas foram submetidas a extracdo com fenol
segundo o protocolo descrito por CARPETIERE et al. (2005) com
modificagdes feitas no Laboratdrio de Fisiologia do Desenvolvimento e
Genética Molecular de Plantas LFDGV/UFSC. Para a macera¢do do
material as amostras foram depositadas em um cadinho de ceramica ao
qual foi adicionado nitrogénio liquido. Apds a maceragdo foi colocado
5,0 ml de Tampéo de Extragdo de proteinas (50mM Tris-HCI pH 8.5, 5
mM EDTA, 100 mM KCl, 2% w/v Mercaotoetanol, 30% w/v sacarose,
1 mM PMSF) e transferidos para um tubo falcon de 10 ml. Uma vez no
tubo foram adicionados 5,0 ml de Fenol Saturado e submetidos a
agitacdo em vortex durante 30 minutos. Posteriormente, a solugdo
homogeneizada foi centrifugada (4000 g) durante 30 minutos a, a 4° C.
Apos esse procedimento, foi transferida a fase fendlica para um novo
tubo falcon. O procedimento de extracdo com 5,0 ml de Tampao de
Extracdo de proteinas foi repetido novamente, para garantir a qualidade
da proteina e a extragdo.

Apoés a segunda extracdo, foram adicionados 5 ml de 100 mM
acetato de amodnio em Metanol na proporcdo 1:5 (v/v), para a
precipitacdo da proteina por um periodo del2-14 horas a -20° C.
Posteriormente, o tubo foi centrifugado (4000 g), por 30 minutos a 4°C.
O precipitado foi lavado com 0,5 ml de Metanol puro em 3
oportunidades consecutivas, ¢ logo lavado com Acetona em 3
oportunidades consecutivas. Finalmente, as proteinas foram
solubilizadas em 0,3 ml de Tampao de Solubilizacdo de proteinas (7 M
Uréia ; 2 M Tiouréia; 2% IPG buffer; 3% CHAPS; 1,5% DTT) mediante
leve agitagdo em vortex, e conservadas a -4°C.

4.3 Quantificacdo de proteina

A quantificacdo de proteinas foi realizada seguindo o método de
BRADFORD (1976). As concentracfes das proteinas totais extraidas
foram calculadas a partir de uma curva de calibracdo realizada com
concentragdes conhecidas de BSA.
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4.4 Eletroforese bidimensional (2D) de proteinas

A eletroforese foi realizada de acordo com a metodologia descrita
por CARPENTIER et al. (2005). O equipamento 60 Ettan IPGPhor
(General Eletric Healthcare) foi utilizado para a electrofocalizagédo
(IEF-1° dimenséo) das tiras desidratadas (IPG dry strips) de 13 cm, com
gradiente de pH de 3 a 10. O equivalente a 600 ug de proteinas foram
reidratadas por ao menos 12 horas em 250 pl de tampéo de reidratagéo
(Uréia 7M; Tiouréia 2M; CHAPS 3%; IPG buffer (2,5%); azul de
bromofenol 0,002%; DTT 0,2%). A voltagem foi ajustada em modo
gradiente, totalizando, aproximadamente, 39000 Vh. Ap6s o
procedimento as tiras de gel foram tratadas em 5,0 ml de Solucdo de
Equilibrio/DTT (50 mM Tris-HCI pH 8,8; 6M uréia; 30% glicerol; 1
%DTT; 2% SDS; 0,002% azul de bromofenol) por 20 minutos, em
seguida por mais 20 min as tiras de gel foram colocadas em 5,0 ml de
Solugdo de Equilibrio/lodoacetamida (75mM Tris-HCI pH 8,8; 6M
uréia; 30% glicerol; 2,5mM lodoacetamida; 2% SDS; 0,002% azul de
bromofenol).

Para a segunda dimensédo (2D) as tiras equilibradas, contendo as
proteinas, foram fixadas ao gel de poliacrilamida a 12%, condigdes
desnaturantes (1,5 M Tris-HCI pH 8,8; 30% Mix de Acrilamida; 10%
SDS; 0,1% Persulfato de Am6nio;0,04% TEMED) e sob gel de 0,1%
agarose contendo 0,2% azul de bromofenol. A eletroforese foi realizada
em cuba SE 600 Ruby (GE Healthcare) a 4° C, contendo Tampdo de
Corrida (25mM Tris ; 200 mM Glicina ; 0,1% SDS), aplicando-se
corrente elétrica de intensidade 10 mA por gel durante 60 minutos, 20
mA por gel durante 60 minutos e 30 mA por gel até alcancar o final da
placa. Marcadores de massa molecular com proteinas padrées entre 10 e
250 kDa (BioRad, 161-0363) foram submetidas & coeletroforese. Os
géis foram fixados em solucdo de metanol (50%), acido acético (12%) e
agua destilada (38%) por 6 h e posteriormente revelados com azul de
Coomassie (1% Blue Coomassie G-250; 0,1 N H3PO4; 06 M
(NH4)2S04; 20% metanol) durante 48 h, ap06s incubagdo dos géis
durante 12 h em solucdo de fixacdo (50% Metanol; 12% Acido Acético
Glacial). Em seguida, os géis foram lavados em agua destilada até
retirada do excesso de corante, logo em 0,1 M Tris-H3PO4 pH 6,5
durante trés minutos, e 25% Metanol durante um minuto, e em 20%
Sulfato de Aménio durante over night. Finalmente, os géis foram
descorados com lavagem em &gua destilada durante 96 horas, e
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armazenados em 20% Sulfato de Aménio a 4° C, até digitalizacio (2D
Electrophoresis Guide Handbook).

4.5 Analise dos géis

Os géis corados foram digitalizados com Image Scanner II e
calibrados com Labscan 5 software (Amersham Biosciences). As
analises de imagem foram realizadas com Image Master 2-D Platinum
(Amersham Biosciences), versdo 6.0, que permite detecgdo,
quantificacdo e a congruéncia entre os multiplos géis. Para a as andlises
comparativas foram considerados s6 o0s spots que estiveram
reproduzidos nas seis replicatas bioldgicas. As proteinas foram
consideradas diferencialmente expressas quando exibida uma variacao
de + 2 vezes.

4.6 Digestao e obten¢do dos perfis de massa das proteinas relevantes,
e identificacéo das proteinas.

A metodologia seguida para a digestdo com tripsina foi descrita por
WESTERMEIER et al. (2002). Os spots de interesse foram
manualmente retirados dos géis, colocados em microtubos de 1,5 ml e
descorados com solucdo de acetonitrila (50%) e bicarbonato de amonio
(25 mM) por 1h em temperatura ambiente. Em seguida, os géis foram
desidratados com acetonitrila (100%) por 5 min e secas no Speedvac
(ThermoSavant, Milford, USA) por 15 min. Os géis foram reidratados
em 10 pL de solugdo de tripsina (10 pg.mL™" de Tripsina Promega,
Madison, USA) em bicarbonato de amdnio (25mM), pH 8. A digestéo
foi feita por 12 horas a 37°C. Para a remocdo dos peptideos do gel
adicionou-se 30 pL de solugdo de extragdo (50% acetonitrila, 5%
Trifluoracético - TFA), homogeneizado no vortex por 30 min a
temperatura ambiente ¢ coletando-se 0 homogenizado em novos tubos
tipo eppendoff de 500 pL, foram realizadas 3 lavagens obtendo-se um
volume final de 100 pL.

Para analise em espectrometro de massa, o volume obtido foi
seco no Speedvac por 1h a temperatura ambiente e hidratado com 2 pL
de TFA (0,1%). 1 pL dos peptideos foi misturado com 1 pL da matriz
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saturada (acido a-ciano-4-hidroxi-cindmico, Sigma) e colocado na placa
de agco MTP 384 target TF (Bruker Daltonics). Os peptideos padrao de
calibragdo externa foram a Angiotensina Il [M+H]+ mono 1046.5418,
Angiotensina I [M+H]+ mono 1296.6848, Substancia P [M+H]+ mono
1347.7354, Bombesina [M+H]+ mono 1619.8223 ¢ ACTH clip(18-39)
[M+H]+ mono 2465.1983. A massa dos peptideos foi medida usando um
espectrometro de massa de alto desempenho do tipo MALDI-TOF
(Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization  Time-of-Flight)
Autoflex/MS da Bruker Daltonics. A lista de picos gerados foi analisada
usando FlexAnalysis™ versdo 2 software (Bruker Daltonics) e o
algoritmo SNAP. As massas dos peptideos foram pesquisadas nos
bancos de dados da Mascot on line (Matrix Science). Os parametros
utilizados para a aceitacdo da identificagdo foram: taxonomia: plantas
verdes, enzima: tripsina, clivagem perdida: 1, modifica¢des variaveis:
carbamidometil, valores da massa: MH", erro de peptideo: 100ppm e
monoisotopico. Em adi¢do, as buscas se realizaram sem reprimir a
proteina ao PM e pl, e sem qualquer especificagdo taxondmica.

5. Resultados e discussao

5.1 Comparacdo e analise dos perfis de proteina dos embrides
somaticos

A quantificagdo de proteinas totais revelou que o conteudo de
proteinas dos embrides leitosos em relagdo aos embrides transliicidos foi
sutilmente maior, porem sem diferengas estatisticas (48,0 pg/g e 42,0
ng/g de MF, respectivamente) (Figura 2).

Fragdes das proteinas totais extraidas a partir dos embrides
somaticos do tipo leitoso e translicidos foram separadas por 2D
IEF/SDS-PAGE. A inspecdo visual dos géis revelou que ambas as
frac¢des eram formadas por componentes semelhantes (manchas sobre
os géis 2D). No entanto, a analise das imagens no programa Image
Master Platinum detectou + 286 e 304 spots de proteina no padrdo dos
embrides leitosos e translicidos, respectivamente. Também, foi possivel
observar a expressiva diferenga de expressdo de alguns spots quando
comparados os dois tipos de embrides (Figura 3). O perfil encontrado
nos géis para os dois tipos de embrides foi reprodutivel nas seis
replicatas biologicas.
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Figura 2. Proteinas totais (ug/mg MF) dos embriGes somaticos do tipo
leitoso e translicido do gendtipo EET 103 de Theobroma cacao L.
Quantificacdo segundo Método de BRADFORD (1976).

Para a analise comparativa os géis dos embrides somaticos foram
relacionados. A comparagdo revelou que, dos 286 spots detectados nos
embrides somaticos leitosos, 8 spots foram exclusivos. Ja, nos embrides
somaticos transliicidos observou-se 26 spots exclusivos dos 304
detectados, porém 278 spots resultaram comuns para os dois tipos de
embrides. Das proteinas comuns, a maior parte apresentou expressdo
constante e apenas 40 spots tiveram diferenca de expressdo ao comparar
os dois tipos de embrides. Os spots dos embrides somaticos leitosos e
translicidos se dispuseram de forma semelhantes nos géis. A maioria
dos spots apresentou ponto isoelétrico entre 5-7 e peso molecular entre
30-60 KDa (Figura 4 a ,b).
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Figura 3. Perfil proteico de embrides somaticos no estadio cotiledonar
de Theobroma cacao L. a) EmbriGes somaticos do tipo leitoso; b)-
Embrides somaticos do tipo transldcido.
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Figura 4. Distribuicdo das proteinas expressas nos géis 2D dos
embribes somaticos do tipo leitoso e translicido do genétipo EET 103
de Theobroma cacao L. a) Distribuicdo das proteinas expressas segundo
o pl; b) Distribuicdo das proteinas expressas segundo o peso molecular
em KDa.
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A formacdo do embrido somatico é o resultado de um programa
de-diferenciacdo e a subsequente expressdo da embriogénese somatica
associada com mudangas complexas no padrdo de proteinas. Assim a
correta expressdo em tempo e espaco das proteinas envolvidas no
processo vai garantir que suas fun¢des sejam executadas (FEHER,
2003).

Diferentes aspectos bioquimicos da embriogénese somatica ao
nivel de proteina tém sido investigados em muitas espécies. Com o
auxilio da Eletroforese bidimensional (2DGE) de proteinas tém-se
desenvolvidos varios perfis proteicos identificando um nimero variavel
de proteinas. Neste sentido, IMIN et al. (2004) estabeleceram um mapa
protedmico referéncia para o estddio globular do embrido somatico de
Medicago truncatula e mostraram mais de 2000 proteinas expressas.
WILKELMANN et al. (2006) detectaram 200 spots nos embrides
somaticos e zigoticos de Cyclamen persicum ¢ CANGAHUALA-
INOCENTE et al. (2008) identificaram 118 spots nos diferentes estadios
de desenvolvimento dos embrides somaticos de Acca sellowiana. PAN
et al. (2009) mostraram que o numero médio de proteinas variou com
as fases de desenvolvimento e entre 746 e 825 proteinas foram expressas
em embrides somaticos de Citrus sinensis. NOAH et al. (2012)
detectaram cerca de 1000 spots por gel em embrides somaticos e
zigoticos de Theobroma cacao L. no estadio torpedo.

RACUSEN e SCHIAVONE (1988) estudaram o acumulo de
proteinas durante o desenvolvimento dos embrides somdticos em
cenoura mostrando que o ntimero de proteinas era dependente do estadio
de desenvolvimento ¢ do tecido analisado. Assim também ¢ preciso
levar em conta o fato de que varios autores usam diferentes protocolos
de extracdo e as técnicas 2D podem resultar em diferengas de resolugdo
e detecgdo dos spots entre as espécies (WILKELMANN et al., 2006).

No presente trabalho foram identificados nimeros diferentes de
proteinas expressas (281 e 303) que respondem a um mesmo estadio de
desenvolvimento dos embrides somaticos de Theobroma cacao L, estes
embribes apresentam resposta diferente a conversdo em plantas. Neste
contexto, a identificacdo das proteinas diferencialmente expressas é de
muita importancia, pois elas poderiam ser marcadoras da capacidade de
converséo dos embries somaticos.
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5.2 ldentificacdo de proteinas

Spots de proteinas diferenciais foram usados para identificacdo
por espectrometria de massa MALDI-TOF-MS. Foram analisados 35
spots de expressdao diferencial nos embrides somaticos. Theobroma
cacao L. ndo ¢ uma planta modelo e seu genoma foi recentemente
descrito (ARGOUT et al., 2011) e apenas um numero limitado de
proteinas tem sido registradas at¢é o momento. Assim, no presente
trabalho ndo foi possivel estabelecer correspondéncia positiva dos
peptideos com a proteina conhecida, para nenhum dos spots analisados.
Nao entanto, nesta seccdo sera discutida a fun¢do das proteinas que
apresentaram maior probabilidade de correspondéncia (scores superiores
do que 20), Trés spots (333, 1109, 1116) foram identificados nos
embrides transliicidos e apenas um spot (2203) foi identificado na base
de dados de proteinas SwissProt e NCBI (Tabela 1).

Nos embrides do tipo leitoso a Unica proteina possivel de ser
identificada foi classificada no grupo das peroxidasses (Cationic
peroxidase), as quais sdo consideradas como proteinas de resposta ao
stress.

A embriogénese somatica pode ser considerada um caso extremo
de adaptacdo, uma estratégia de sobrevivéncia e uma resposta ao stress
celular em condi¢gdes de cultura in vitro (DUDITS et al., 1995;
PASTERNAK et al., 2002). Auxinas sintéticas, tais como o 2,4-D,
desempenham um papel critico na inducdo de células embriogénicas, e a
suplementacdo com elevadas concentragdes deste regulador 2,4-D no
meio de cultura determina um estresse celular (DUDITS et al., 1995). O
tratamento das células com auxinas produz uma explosdo oxidativa que
gera uma condigdo de estresse da qual resulta a inducdo da
embriogénese somatica (THIBAUD-NISSEN et al., 2003).

No presente trabalho, uma proteina relacionada ao estresse foi
identificada nos embrides somaticos do tipo leitoso (spot 2203-Cationic
peroxidase). As peroxidases atuam como catalisadoras de varios
processos biologicos e degradam o peroxido de hidrogénio, um
subproduto que ocorre naturalmente do metabolismo do oxigénio nas
células, e o converte em agua e oxigénio. Assim, o aumento na
atividade das peroxidasses acompanhou a formagdo de meristemas
apicais e radiculares em calos de Nicotiana tabacum (THORPE et al.,
1978) e Kalmia latifolia (KEVERS ¢ GASPAR, 1992). A influencia
das peroxidasses na embriogénese somatica como uma resposta ao
estresse oxidativo foi reportada na embriogénese somadtica de varias
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espécies: Daucus carota (CORDEWENE et al, 1991); Lycium
barbarum L. (KAIRONG et al., 1999); Asparagus officinalis (TAKEDA
et al., 2003); Cyclamen persicum (RENSING et al., 2005 ¢ RODE et al.
(2011) e Phoenix dactylifera L. (ABOHATEM et al., 2011).

Tabela 1. Proteinas de embrides somaticos de Theobroma cacao L.
identificadas por MALDI-TOF-MS.

. - Cobertura

ID Proteina Cadigo Fonte Scor (%)
Embrides leitosos

Cationic Arabidopsis
2203 peroxidase 2 PERZ_ARAHY thaliana 36 1
Embrides transltcidos

Dehydration-

responsive . .
333 element- DRE2D_ARATH Arabidopsis 28 15

L thaliana

binding

protein 2D

Late

embryogenesis
1109 abundant EMB5_MAIZE  Zea mays 26 12

protein

EMB564

Early . .
1116 responsiveto  ERD15 ARATH  /rabidopsis 23 15

thaliana

dehydration 15

RODE et al. (2011), indicaram que as peroxidasses sdo mais
abundantes em embrides somaticos do que em embrides zigbéticos de
Ciclamen persicum, sugerindo que os embrides somaticos se encontram
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mais estressados do que os embrides zigdticos. NOAH et al. (2012)
observou que as proteinas de estresse, tais como as peroxidasses sdo
mais abundantes no protedma dos embrides somaticos do que no
protedma de embrides zigoticos de Theobroma cacao L.

De fato, as células somaticas de plantas parecem necessitar de um
nimero de fatores de estresse para alterar seu programa de
desenvolvimento para um estado fisiologico especifico que permita a
reprogramacdo da expressdao e a aquisicdo de competéncia embrionaria
(PASTERNAK et al., 2002 e FEHER, 2003). Em Theobroma cacao L.
os componentes do médio de cultura (MgSO) e os reguladores de
crescimento (TDZ, 2,4-D e cinetina) necessarios para alterar a
competéncia de células somadticas do explante floral conferindo
competéncia embriogénica (LI et al., 1998; ALEMANO et al., 1996 ¢
MAXIMOVA et al., 2005) poderiam estar regulando a resposta ao
estresse e consequentemente influenciado a formagdo do embrido
somatico.

Nos embrides somaticos do tipo translucido as proteinas
diferencialmente expressas corresponderam ao grupo das proteinas LEA
(late embryogenesis abundant) (Tabela 1). Estas proteinas LEA sdo um
grupo de proteinas hidrofilicas e sua expressdo esta relacionada com a
fase tardia dos estagios do desenvolvimento de embrides e sementes e
durante a aquisicao de tolerancia a dessecacdo (CHUGH e KHURANA,
2002). Além disso, elas se encontram presentes em 6rgaos vegetativos, e
atuam durante condigdes normais de crescimento (RORAT et al., 2004),
embora também se acumulam em resposta ao estresse hidrico provocado
pela seca, por baixa temperatura ou salinidade elevada (ISMAIL et al.,
1999b; NYLANDER et al., 2001) sugerindo um papel de osmoprotecao
durante a limitagdo agua (DURE, 1993b; BRAY, 1997, GARAY-
ARROYO et al., 2000; HOEKSTRA et al., 2001). Varios papéis
funcionais t€m sido propostos para os diferentes subgrupos de proteinas
LEA, incluindo chaperonas moleculares, ligacdo e reparagdo do ADN,
ligagdo com calcio e componente estrutural do citoesqueleto (WISE e
TUNNACLIFFE, 2004).

Assim, parte expressiva dos genes diferencialmente expressos
durante o programa de embriogénese somatica pertence a familia génica
LEA (SHIH et al., 2008). Assim, tem sido amplamente reconhecido que
as proteinas LEA t€m um relevante papel durante a embriogénese
somatica. Nesta rota morfogenética a expressdo destas proteinas
aumenta na fase torpedo ou durante o processo de acumulagdo de
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substancias de reserva, sendo esta expressdo regulada por ABA
(BEWLEY e BLACK, 1994; CHUGH e KHURANA, 2002).

No presente trabalho foi identificado as proteinas LEA
diferencialmente expressas nos embrides somaticos do tipo translucido.
A capacidade de conversdo destes embrides (avaliada no capitulo 2) foi
expressivamente menor quando comparada a conversdo dos embrides
somatico do tipo leitoso. Por tanto, ¢ possivel supor que expressdo
diferencial destas proteinas nos embrides translicidos tenha ocorrido em
fungcdo de um desabalando hormonal, com énfase no ABA. Varios
trabalhos indicam que o ABA desempenha um papel importante no
mecanismo de regulacdo do desenvolvimento de sementes e na
subsequente germinacdo (KERMODE, 1990). Assim a aplicacdo
exogena de ABA durante a embriogénese somatica de uma ampla
variedade de espécies, tem mostrado resposta (CHUGH e KHURANA,
2002).

Em resumo, os resultados do presente trabalho possibilitaram
determinar que as diferencas entre os embribes do tipo leitoso e
translucido estdo ligadas ao perfil de expresséo proteico. A identificacéo
das proteinas permitiu determinar que a expressdo diferencial das
proteinas LEA poderia estar afetando capacidade de conversdo dos
embrides somaticos de Theobroma cacao L. Assim, analises diferenciais
nos teores de ABA em embrides somaticos translcidos e leitosos
poderdo elucidar esta questao.



114
6. Referéncias bibliograficas

ABECIA-SORIA, L.; PEZOA-GARCIA, N. H.; AMAYA-FARFAN, J.
Soluble albumin and biological value of protein in cocoa (Theobroma
cacao L.) beans as a function of roasting time. Journal of Food Science,
v. 70, p. 294-298, 2005.

ABOHATEM, M.; CHAKRAFI, F.; JAITL F.; DIHAZI, A.; BAAZIZ,
M. Arbuscular Mycorrhizal Fungi Limit Incidence of Fusarium
oxysporum f. sp. albedinis on Date Palm Seedlings by Increasing
Nutrient Contents, Total Phenols and Peroxidase Activities. The Open
Horticulture Journal, v. 4. P.10-16, 2011.

ALEITH, F.; RICHTER, G. Gene expression during induction of
somatic embryogenesis in carrot cell suspensions. Planta, v. 183, p. 17-
24, 1990.

ALEMANNO, L.; BERTHOULY, M.; MICHAUX-FERRIERE, N.
Somatic embryogenesis of cocoa from floral parts. Plantations,
Recherche, Developpement, Paris, v. 3, n. 4, p. 225-237, 1996.

ARGOUT, X.; SALSE, J.; AURY, J.M.; GUILTINAN, M.J.; DROC,
G.; GOUZY, J. et al. The genome of Theobroma cacao. Nature Genetic,
v. 43, p. 101-108, 2011.

AWANG, A.; KARIM, R.; MITSUI, T. Proteomic analysis of
Theobroma cacao pod husk. Journal of Applied Glycoscience, v. 57, p.
245-267, 2010.

AWANG, Y.B.; ATHERTON, J.G.; TAYLOR, A.J. Salinity effects on
strawberry plants grown in rockwool. I. Growth and leaf water
relations. Journal of Horticultural Science, Ashford, v.68, n.5, p.783-
790, 1993.

BEWLEY, J. D.; BLACK, M. Seeds: physiology of development and
germination. New York, Plenum, n. 2, p. 455, 1994.

BLANCO, M.A., NIEVES, N., SANCHEZ, M., BORROTO, C.G.,



115

CASTILLO, R., GONZALEZ, J.L., ESCALONA, M. BAEZ, E.;
HERNANDEZ, Z. 1997. Protein changes associated with plant
regeneration in embryogenic calli of sugarcane (Saccharum sp.). Plant
Cell Tissue and Organ Culture, v.51, p.153-158, 1997.

BRADFORD, M. M. A rapid and sensitive method for the quantitation
of microgram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye
binding. Analytical Biochemistry, v. 72, p. 248, 1976.

BRAY, E.A. Plant responses to water deficit. Trends in Plant Science, v.
2, p.48-54, 1997.

CANGAHUALA-INOCENTE, G. C.; VILLARINO, A.; SEIXAS, D.;
DUMAS-GAUDOT, E.; TERENZI, H.; GUERRA, M.P. Differential
proteomic analysis of developmental stages of Acca sellowiana somatic
embryos. Acta Physiologiae Plantarum, v. 1, p. 1-18, 2009.

CARPENTIER, S.C.; WITTERS, E.; LAUKENS, K.; DECKERS, R.S.;
PANIS, B. Preparation of protein extracts from recalcitrant plant tissues:
An evaluation of different methods for two-dimensional gel
electrophoresis analysis. Proteomics, v.5, p.2497-2507, 2005.

CHUGH A.; KHURANA, P. Gene expression during somatic
embryogenesis recent advances. Current Science, v. 86, p.715-730,
2002.

CORDEWENER, J.; BOOIJ, H.; DER ZANDT, H.; VAN ENGELEN,
F.; VAN KAMMEN, A.; DE VRIES, S.C. Tunicamycin inhibited carrot
somatic embryo genesis can be restored by secreted cationic peroxidase
isoenzymes. Planta, v. 184, p. 478-486, 1991.

DODEMAN, V.L.; GUILLOUX, M.L.; DUCREUX ,G.; DE VIENNE,
D. Somatic and zygotic embryos of Daucus carota L. display different
protein patterns until conversion to plants. Plant Cell Physiology, v. 39,
p. 1104-1110, 1998.



116

DUDITS, D.; GYORGYEY, J.; BOGRE, L.; BAKO, L. Molecular
biology of somatic embryogenesis. In Thorpe T. A. (ed) In vitro
Embryogenesis in Plants, Kluwer Academic Publishers, Dordrecht,
Boston, London, p. 267-308, 1995.

DURE, L. Structural motifs in LEA proteins. In TJ Close, EA Bray, eds,
Plant Responses to Cellular Dehydration during Environmental Stress,
American Society of Plant Physiologists, Rockville, p. 91-103, 1993.

FEHER, A.; PASTERNAK, T. P.; DUDITS, D. Transition of somatic
plant cells to an embryogenic state. Plant Cell Tissue and Organ Culture,
v.74, p. 201-228, 2003.

GARAY-ARROYO, A COLMENERO-FLORES, JM.;
GARCIARRUBIO, A.; COVARRUBIAS, A.A. Highly hydrophilic
proteins in prokaryotes and eukaryotes are common during conditions of
water deficit. Journal of Biological Chemistry, v. 275, p. 5668-5674,
2000.

GYORGYEY, J.; GARTNER, A.; NEMETH, K.; MAGYAR. Z.; HIRT,
H.; HEBERLE-BORS, E.; DUDITS, D. Alfalfa heat shock genes are
differentially expressed during somatic embryogenesis. Plant Molecular
Biology, v. 16, p. 999-1007, 1991.

HECHT, V.; VELLE-CALZADA, .JP.; HARTOG, M.V.; SCHMIDT,
E.D.L.; BOUTILIER, K.; GROSSNIKLAUS, U.; DE VRIES, S.C. The
Arabidopsis SOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR KINASE 1
gene is expressed in developingovules and embryos and enhances
embryogenic competence in culture. Plant Physiology, v.127, p.803—
816, 2001.

HENDRIKS, T. E DE VRIES, S. The role of secreted proteins in carrot
somatic embryogenesis. In: Terzi M, Cella R, Falavigna A, eds. Current
issues in plant molecular and cellular biology. Dordrecht, Kluwer
Academic Publishers, p. 359-368, 1995.

HOEKSTRA, FA.; GOLOVINA, E.A.; BUINTINK, J. Mechanisms of
plant desiccation tolerance. Trends Plant Science, v. 6, p. 431-438, 2001.



117

ISMAIL, A.M.; HALL, A.E.; CLOSE, T.J. Purification and partial
characterization of a dehydrin involved in chilling tolerance during
seedling emergence of cowpea. Plant Physiology, v.120, p. 237-244,
1999h.

KAIRONG, C.; GENGSHENG, X.; LIN, Q.; XINMIN, L.; YAFU, W.
The analysis of differential gene expression in early somatic
embryogenesis on Lycium barbarum. Plant Cell Tissue and Organ
Culture, v. 59, n. 3, p. 169-174, 1999.

KERMODE, A. R. Regulatory mechanisms involved in the transition
from seed development to germination. Critical Review, Plant Sciences,
v. 2, p.155-195, 1990.

KEVERS, C.; GASPAR, T. Micropropagation of Kalmia latifolia:
Acclimation and rooting performance dependent on the preceding steps:
Relationship with peroxidase activity. Mededelin gen van de Faculteit
Landbouwwetenschappen Universiteit, Gentic, v. 57, p. 977-85, 1992.

LI, Z.; TRAORE, A.; MAXIMOVA, S.; GUILTINAN, M. Somatic
embryogenesis and plant regeneration from floral explants of cacao
(Theobroma cacao L.) using tidiazuron. In Vitro Cell Developmental
Biology, New York, v. 34, p. 293-299, 1998.

LIPPERT, D.; ZHUANG, J.; RALPH, S.; ELLIS, D.E.; GILBERT, M.;
OLAFSON, R.; RITLAND, K., ELLIS, B.; DOUGLAS, C.J;
BOHLMANN, J. Proteome analysis of early somatic embryogenesis in
Picea glauca. Proteomics, v. 5, p. 461473, 2005.

MAXIMOVA, SN.; YOUNG, A.; PISHAK, S.; MILLER, C,;
TRAORE, A.; GUILTINAN, M.J. Integrated system for propagation of
Theobroma cacao L. In: S. Jain, G. Mohan, and K. Pramod(eds.).
Forestry sciences. Protocol for somatic embryogenesis in woody plants.
Springer, Dordrecht, The Netherlands, vol. 77, 2005.



118

MORDHORST, A.P.; TOONEN, M.A.J,; DEVRIES, S.C. Plant
embryogenesis. Review, Critical Reviews in Plant Sciences, v.16, p.
535-576, 1997.

NOAH, A.M.; NIEMENAK, N.; SUNDERHAUS, S.; HAASE, C,;
OMOKOLO, D.N.; WINKELMANN, T. Braun, H.P. Comparative
proteomic analysis of early somatic and zygotic embryogenesis in
Theobroma cacao L. J. Proteomics, 2012.

NYLANDER, M.; SVENSSON, I.; PALVA, E.T.; et al. Stress-induced
accumulation and tissue-specific localization of dehydrins in
Arabidopsis thaliana. Plant Molecular Biology, v. 45, p. 263-279, 2001.

PAN, Z.; GUAN, R.; ZHU. S.; DENG, X. Proteomic analysis of
somatic embryogenesisin Valencia sweet orange (Citrus sinensis
Osbeck) Plant Cell Report, v.28. p. 281-289, 2009.

PASTERNAK, T.P.; PRINSEN, E.; AYAYDIN, F.; MISKOLCZI, P;
POTTERS, G.; ASARD, H.; VANONCKELEN, H.A.; DUDITS, D,
FEHER, A. The role of auxin, pH, and stress in the activation of
embryogenic cell division in leaf protoplast-derived cells of
alfalfa. Plant Physiology, v. 129, n. 4, p. 1807-1819, 2002.

RACUSEN, R.H.; SCHIAVONE, F.M. Detection of spatially and stage
specific proteins in extracts from single embryos of the domesticated
carrot. Development, v. 103, p. 665-674, 1988.

RENSING, S.A.; LANG, D.; SCHUMANN, E.; RESKI, R. and HOHE,
A. EST sequencing from embryogenic Cyclamen persicum cell cultures
identifies a high proportion of transcripts homologous to plant genes
involved in somatic embryogenesis. Journal of Plant Growth
Regulation, v. 24, n. 2, p. 102-115, 2005.

RODE, C.; GALLIEN, S.; HEINTZ, D.; VAN DORSSELAER, A.;
BRAUN, H.P.; WINKELMANN, T. Enolases: storage compounds in
seeds? Evidence from a proteomic comparison of zygotic and somatic
embryos of Cyclamen persicum Mill. Plant Molecular Biology, v. 75, p.
305-319, 2011.



119

RORAT, T.; GRYGOROWICZ, W.J.; IRZYKOWSKI, W.; REY, P.
Expression of KS-type dehydrins is primarily regulated by factors
related to organ type and leaf developmental stage during vegetative
growth. Planta, v.218, p 878-885, 2004.

SHIH, M.D; LIN, S.D.; HSIEH, J.S.; TSOU, C.H.; CHOW, T.Y.; LIN,
T.P.; HSING, Y.L.C. Gene cloning and characterization of a soybean
(Glycine max L.) LEA protein, GmPM16. Plant Molecular Biology, v.
56, p. 689703, 2004.

STASOLLA, C; YEUNG, E.C. Recent advances in conifer somatic
embryogenesis: improving somatic embryos quality. Plant Cell Tissue
and Organ Culture, v. 74, p 15-35, 2003.

SUPRASANNA, P.; BAPAT, V.A. Differential gene expression during
somatic embryogenesis. In: MUJIB, A. and SAMAJ, J. eds. Somatic
Embryogenesis, Plant Cell Monographs. Berlin; Springer-Verlag, v. 2, p.
305-320, 2005.

TAKEDA K., KAISHO T. AND AKIRA S. Toll-like receptors. Annual
Review, Immunol, v. 21, p. 335-376, 2003.

THIBAUD-NISSEN, F.; SHEALY, R.T.; KHANNA, A.; VODKIN, L.O.
Clustering of microarray data reveals transcript patterns associated with
somatic embryogenesis in soybean. Plant Physiology, v. 132, n. 1, p.
118-136, 2003.

THORPE, T.A.; GASPAR, T. Changes in isoperoxidases during shoot
formation in tobacco callus. In vitro, v. 14, p. 522-526. 1978.

VON ARNOLD, S.; SABALA, 1.; BOZHKOV, P.; DYACHOK, J;
FILONOVA, L. Developmental pathways of somatic embryogenesis.
Plant Cell Tissue Orgam Culture, v. 69, p. 233-249, 2002.

WINKELMANN, T.; HEINTZ, D.; VAN DORSSELAER.; A.; SEREK,



120

M.; BRAUN, H.P. Proteomic analyses of somatic and zygotic embryos
of Cyclamen persicum Mill. reveal new insights into seed and
germination physiology. Planta, v. 224, p.508-519, 2006.

WISE, M.J.; TUNNACLIFFE, A. POPP the question: what do LEA
proteins do? Trends Plant Science, v. 9, p. 13-17, 2004.



121

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

No presente trabalho observou-se resposta diferencial a
embriogénese somatica em quatro diferentes genotipos de Theobroma
cacao L. do grupo genético Nacional do Equador. Este resultado implica
em avancos no emprego desta rota morfogenética in vitro para a
micropropagacdo clonal massal o0 melhoramento e a conservacdo deste
importante recurso genético vegetal.

Os resultados obtidos com relacdo a metilacdo do DNA nos
embrides somaticos e nas plantulas deles gerados mostraram que, no
inicio da conversdo dos embrides somaticos em plantulas ocorreu uma
reducdo no nivel de metilacdo destes embrifes somaticos o que parece
estar associado a um novo programa de expressdo génica. Isto sugere
que a estabilidade na metilagcdo pode controlar a expressdo de eventos
aberrantes nas plantas regeneradas a partir dos embrides somaticos.

A ocorréncia de dois tipos de embrides somaticos identificados
durante a expressdo da embriogénese somatica (translicidos e leitosos)
mostrou que a capacidade de conversdo destes embrides ndo esta
determinada somente por uma aparente normalidade morfo-anatémica,
mas também pela correta expressdo de um programa genético que gera
como produto final proteinas especificas. Assim, foi possivel identificar
gue a expressdo de proteinas LEA prévia a conversdo dos embrides
somaticos em plantas pode impedir o inicio a expressdo do novo
programa genético que regula a conversao dos mesmos em plantulas.

A identificacdo dos embrides somaticos do tipo leitoso como
unidades modelo para o éxito do processo de conversdo sugere a
necessidade de se aprofundar o estudo das caracteristicas que
determinam esta condicdo. As caracteristicas identificadas poderiam ser
consideradas como marcadores da qualidade dos embrides somaticos. A
partir deste conhecimento se espera poder iniciar trabalhos que
permitam identificar 0s mecanismos bioquimicos, fisioldgicos,
genéticos e epigenéticos que regulam a inducédo e desenvolvimento de
embries somaticos do tipo leitoso, na procura de aumentar a formagédo
de embriGes sométicos do este tipo. Desta maneira espera-se avangar no
estabelecimento de um protocolo eficiente de embriogénese somatica
para esta espécie.



