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RESUMO

A familia Cactaceae apresenta cerca de 100 géneros e 1500 espécies
predominantemente americanas e distribuidas por uma ampla diversidade de climas e
ecossistemas. Devido a alta singularidade em termos de géneros e espécies endémicas
bem como o uso potencial destas plantas para diversas finalidades, estudos acerca da
propagacdo in vitro e conservacado ex situ dessas espécies devem ser estabelecidos.
Desta forma, o objetivo geral deste trabalho foi compreender as mudancas anatémicas,
fisiolégicas e moleculares associadas a propagacdo e conservacdo in vitro de
Discocactus zehntneri subsp boomianus e Stephanocereus leutezlburgii, espécies de
cactaceas endémicas da Bahia com potencial ornamental. Os reguladores aplicados nédo
superaram o controle na inducdo de brotos/explante em ambas as espécies e para S.
luetzelburgii a combinacéo de citocininas e auxinas aumentaram o percentual de brotos
hiperidricos que ndo sobreviveram ap0s a aclimatizacdo. Brotos normais dessa espécie
apresentaram 100% de sobrevivéncia em condicdes ex vitro. A calogénese foi
potencializada pela adicdo de auxinas ao meio nutritivo para as duas espécies analisadas
e calos com potencial para morfogénese in vitro foram obtidos. A analise protedmica
revelou a expressdo diferencial de proteinas marcadoras da embriogénese somatica em
duas linhagens de calos de S. luetetzelburgii. O protocolo para criopreservacgdo de brotos
de D. zehntneri ndo foi eficiente, no entanto a armazenamento de sementes tanto em
condi¢cBes de nitrogénio liquido quanto em ultrafreezer mantiveram a qualidade
fisiolégica apds o armazenamento por 360 e 180 dias, respectivamente. Os agentes
osmoticos foram eficientes em inibir o crescimento in vitro da espécie por um ano sem
perda na viabilidade.

PALAVRAS-CHAVE: estabilidade genética; micropropagacgéo; protedmica.



ABSTRACT

The family Cactaceae has approximately 100 genera and 1500 species predominantly
American and distributed by a wide variety of climates and ecosystems. Due to the high
singularity in terms of genres and endemic species as well as the potential use of these
plants for various purposes, studies on the in vitro propagation and ex situ conservation
of these species must be established. Thus, the aim of this study was to understand the
anatomical, physiological and molecular changes associated with the propagation and
conservation in vitro Discocactus zehntneri subsp boomianus and Stephanocereus
leutezlburgii, species endemic cactus of Bahia with ornamental potential. The regulators
applied not exceeded the control in the induction of shoots/explant in both species and
for S. luetzelburgii combination of cytokinins and auxins hiperidricos increased the
percentage of shoots that did not survive after acclimatization. Normal shoots of this
species have 100% survival in ex vitro conditions. The callus formation was enhanced
by adding auxin to the nutrient medium for the two species analyzed and calluses with
potential for in vitro morphogenesis were obtained. The proteomic analysis revealed the
marker proteins differential expression of somatic embryogenesis in two strains of S.
luetetzelburgii calluses. The protocol for cryopreservation D. zehntneri shoots was not
effective, however the seed storage either in liquid nitrogen conditions as for
ultrafreezer maintained physiological quality after storage for 360 and 180 days,
respectively. Osmotic agents were effective in inhibiting in vitro growth of the species
for a year without loss of viability.

KEYWORDS: genetic stability; micropropagation; proteomics.
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INTRODUCAO GERAL

A familia Cactaceae é tipicamente americana (Anderson, 2001) e inclui cerca de
100 géneros e 1400 espécies (Judd et al. 2009). Poucas espécies ocorrem de forma
natural em outros continentes, como Rhipsalis baccifera, que ocorre em paises da
Africa continental, Madagascar e Sri Lanka (Anderson, 2001; Cavalcante et al. 2013). O
leste do Brasil, mais especificamente a regido Nordeste e a maioria do Sudeste, é o
terceiro centro de diversidade em ordem de importancia da familia (Taylor e Zappi,
2004; Silva et al. 2011 a), sendo o Estado da Bahia um dos centros de dispersdo das

cactaceas (Barroso et al. 2002).

Os representantes desta familia estdo distribuidos em quatro subfamilias:
Pereskioideae, Maihuenioideae, Opuntioideae e Cactoideae (Nobel, 2002; Mauseth,
2006). A subfamilia Cactoideae apresenta a maior biodiversidade, abrigando cerca de
85% das espécies (Bandyopadhyay e Sharma, 2000; Mauseth, 2006) e, é a mais

representativa no territorio brasileiro (Silva et al. 2011 a).

Os cactos tém fascinado humanos desde que a primeira planta foi encontrada, ha
relatos da sua utilizacdo ha 3000 anos no Peru (Anderson, 2001). Hoje, diversas
espécies tém sido utilizadas para fins alimenticios (Bouamama et al. 2011; Langer e
Mergener, 2013; El Finiti et al. 2013), terapéuticos (Karimi et al. 2010; Karimi et al.
2012; Astello-Garcia et al. 2013), misticos (Andrade, 2008), ecoldgicos, (Costa et al.
2001; El Finiti et al. 2013), como fonte de pigmentos (Elias et al. 2014), dentre outros.
No entanto, € na ornamentacdo que se encontra sua mais promissora utilidade,
sobretudo para algumas espécies nativas do semiarido brasileiro (Cavalcante et al.
2013). Em resposta aos diferentes habitats, desde terras secas até florestas umidas, os

cactos evoluiram na forma e na fisiologia, de modo que hoje apresentam tracos
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especiais que fazem deles plantas com aparéncia distinta e de singular beleza
(Cavalcante et al. 2013). Muitas caracteristicas morfoldgicas intrinsecas a familia tais
como reducdo de folhas a espinhos, coloracdo e morfologia dos cladddios e das flores,
tém despertado interesse de admiradores. Conseqiientemente, muitas espécies tém sido
utilizadas para fins ornamentais (Lema-Ruminska, 2011; Teodora, 2012; Langer e
Mergener, 2013; Lema- Ruminska et al. 2013). A subfamilia Cactoideae ¢ a mais

diversificada e que tem despertado maior interesse nesse aspecto (Ritz et al. 2012).

O mercado de plantas ornamentais esta em crescimento continuo e devido as
constantes mudancas na tendéncia desse setor, a cada ano, centenas de novas cultivares
sdo produzidas substituindo variedades atuais (Kulus e Zalewska, 2014). Segundo estes
autores, devido as mudancas nas preferencias dos consumidores, as espécies que hoje
ndo sdo usuais, podem no futuro serem atraentes para potenciais compradores e,
portanto, constituem uma fonte de recursos genéticos que deve ser protegida e utilizada
de forma sustentavel. Neste aspecto, o Estado da Bahia apresenta muitas espécies
endémicas com potencial ornamental como Discocactus zehntneri subsp boomianus e

Stephanocereus luetzelburgii, espécies alvo deste estudo (Figura 01).

Devido a alta diversidade e valor, sobretudo ornamental, as popula¢@es naturais
da familia tém sido sujeitas a constantes ameacas relacionadas tanto a destruicdo e
fragmentacdo de habitats quanto ao comércio e a coleta ilegal (Rojas-Aréchiga e
Vazquez-Yanes, 2000; Davila-Figueroa et al. 2005; Silva et al. 2011 a).
Consequentemente, todos os membros da familia estdo incluidos no Apéndice 11 do
CITES (Hunt, 1999). Utilizando as categorias e critérios da IUCN Red List, Goettsch et
al. (2015), estabeleceram que as cactaceas apresentam 31% das espécies ameacadas de

extingdo, sendo o quinto grupo taxondémico mais ameacado (Figura 02).
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Eduardo Gurgel

T

Marlon Machado
Marlon Machado

Figura 01. Discocactus zehntneri subsp boomianus (A, B) e Stephanocereus

luetzelburgii (C e D): aspectos vegetativos (A, C) e reprodutivos (B, D).

O principal argumento para apoiar a conservacdo das cactaceas do Brasil
relaciona-se com o grau de singularidade que as cactaceas brasileiras possuem, em
termos de géneros e espécies endémicas, com relacdo as Américas como um todo (Silva
et al. 2011 a). De acordo com a IUCN mais de 40% dos taxons brasileiros estdo
ameacados em maior ou menor grau (Silva et al. 2011 a) e, portanto, necessitam de
medidas de conservacdo (Figura 02). No Brasil alguns hotspots de ameaca para a
familia sdo encontrados no sul do Rio Grande do Sul, leste da Bahia e norte de Minas

Gerais (Goettsch et al. 2015). Em decorréncia da ampla distribuicdo e do quadro
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intensivo de ameacas e degradacdo a que se sujeitam as cactaceas foi estabelecido o

Plano de Acdo para a Conservacdo das Cactaceas - PAN (Silva et al. 2011 a).

100

5

L

-

81

Ve

Figura 02. Padrdes de biodiversidade de Cactaceae. Proporcdo de espécies que estdo

ameacadas (vulneraveis, ameacadas e criticamente ameacadas) (A). Total de riqueza de

espécies (B). Fonte: Goettsch et al. (2015).

Estudos de propagacao constituem uma alternativa para a conservacao da familia

Cactacae (Rojas-Aréchiga e Vazquez-Yanes 2000). A propagacdo de cactos nativos

geralmente € feito por sementes ou estaquia, no entanto estes métodos convencionais

sdo inadequados para muitas espécies que apresentam sementes dormentes ou com

baixas taxas de germinagéo, auto-esterilidade, crescimento lento, ou que necessitam de

muitos anos para amadurecer (Clayton et al. 1990; Elias et al. 2014). Segundo Marchi et

al. (2013) D. zehntneri e S. luetzelburgui apresentam baixas taxas de germinagao, assim
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como outras espécies nativas da Bahia que apresentam potencial ornamental (Veiga-
Barbosa et al. 2012; Barbara et al. 2015; Civatti et al. 2015) o que reforga a necessidade

de estratégias alternativas para sua multiplicacéo.

A cultura de tecidos vegetais € um eficiente método para a conservacao ex situ
da diversidade genética (Silva et al. 2011 a) e pode superar certas limitacGes associadas
com a propagacao convencional de cactos (Clayton et al. 1990). A micropropagacéo, a
aplicacdo mais pratica da cultura de tecidos (Grattapaglia e Machado, 1998), possibilita
a propagacdo vegetativa em condi¢bes assépticas e com a utilizacdo de pequenos
fragmentos das plantas (Lema-Ruminska e Kalus, 2014) permitindo assim a rapida
multiplicacdo de plantas geneticamente idénticas, independente da estacdo do ano, livres
de doengas e em um pequeno espaco (Khattab et al. 2014; Perullo et al. 2015; Lema-
Ruminska e Kalus, 2014). Além disso, as plantas derivadas deste sistema de
multiplicacdo sdo mais robustas e apresentam um crescimento acelerado em relacdo
aquelas derivadas da germinacdo de sementes ou estaquia (Lema-Ruminska e Kalus,
2014; Perullo et al. 2015), o que é especialmente importante para espécies com
crescimento lento (Lema-Ruminska e Kalus, 2014). Desta forma, a cultura de tecidos
vegetais constitui-se uma excelente estratégia tanto para conservacdo quanto para
producdo comercial de espécies ameacadas e de importancia econdmica (Lema-

Ruminska e Niedojadlo, 2012; Lema-Ruminska e Kalus, 2014; Elias, et al. 2014).

A regeneracao in vitro € um fendmeno complexo que pode ser influenciado por
um grande nimero de fatores genéticos e ambientais (Sriskandarajah et al. 2006) e pode
ocorrer por duas vias: organogénese e embriogénese somatica. Durante a morfogénese
in vitro os brotos e embrides podem ser formados diretamente do explante ou atraves da

fase intermediaria de calo (George et al. 2008). No entanto, para muitas espécies a
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formacdo de embriGes sométicos esta diretamente relacionada a inducéo da calogénese
(Gueye et al. 2009). Nao é possivel estabelecer um protocolo de regeneracdo que se
aplique as plantas de forma geral porque muitas respostas dos vegetais a cultura de
tecidos é altamente dependente do gendtipo e algumas importantes modificacfes e
ajustes devem ser feitos quando uma nova espécie ou cultivar é utilizada, especialmente
para otimizar as condi¢cbes ambientais de cultura, como meio nutritivo, tipo,
concentracdo e combinacdo de reguladores vegetais (Estrada-Luna et al. 2008). A
utilizacdo de marcadores bioguimicos, como as poliaminas (PAs) e hormonios vegetais,
em conjunto com marcadores moleculares, como as proteinas e a expressao de genes
marcadores, podem apresentar uma excelente estratégia para a otimizagéo e controle dos

processos mofogenéticos in vitro (Floh et al. 2007).

Apesar de historicamente a regeneracdo via cultura de tecidos ser considerada
um método de clonagem que induz a propagacdo de coOpias exatas da planta parental
(Larkin e Scowcroft, 1981), atualmente a variacdo somaclonal tem sido comumente
associada a este sistema de propagacdo (Khattab et al. 2014). A variacdo somaclonal
pode ser definida como a variacdo encontrada em plantas derivadas da cultura de
tecidos vegetais (Larkin e Scowcroft 1981). Quando o objetivo das culturas € a
producdo de plantas para fins comerciais, é necessario o estabelecimento de um sistema
de micropropagacao que produza plantas geneticamente iguais e estaveis (Khattab et al.
2014). Esse aspecto também deve ser considerado quando as técnicas de propagacao in

vitro sdo utilizadas para fins de conservacéo (Malda et al., 1999).

A variacdo somaclonal pode se oriunda de alteracbes genéticas devido a
mutacdo, de modificacOes epigenéticas, da combinacdo de ambas (Sahijram et al. 2003)

ou de variacdes citogenéticas (Khattab et al 2014). No ambiente in vitro diversos
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fatores tais como o método usado para propagacao, tipo de tecido ou material vegetal
inicial, tipo e a concentracdo de reguladores vegetais, nimero e duracdo de subculturas
e efeito do estresse e gendtipo podem contribuir para a origem desta variacdo (Bairu et

al. 2011).

Marcadores moleculares tém sido utilizados como detector de variagdes
somaclonais nas culturas (Larkin e Scowcroft 1981; Sahijram et al. 2003) inclusive para
algumas espécies de cactaceas (Resende et al. 2010; Hua et al. 2014; Khattab et al.
2014). O Inter Simple Sequence Repeats (ISSR) tem sido um marcador freqlientemente
utilizado para a analise da fidelidade genética de plantas regeneradas in vitro, em
virtude de ser reproduzivel, simples, rapido e necessitar de uma pequena quantidade de

DNA (Bhatia et al. 2011; Liu et al. 2011; Khattab et al. 2014).

A cultura de tecidos vegetais além de atuar indiretamente na conservagdo dos
recursos genéticos por possibilitar a multiplicacdo de plantas ameacadas em maior ou
menor grau, é um eficiente método para a conservacao ex situ da diversidade genética
(Silva et al. 2011b; Flores et al. 2013). Os métodos empregados, seja a criopreservagao
ou o crescimento minimo, sdo diferentes dependendo do tempo de armazenamento

requisitado (Engelmann, 2011).

Desta forma, o objetivo geral deste trabalho foi compreender as mudancas
anatoémicas, fisioldgicas e moleculares associadas a propagagdo e conservagdo in vitro
de D. zehntneri subsp boomianus e S. leutezlburgii, espécies de cactaceas endémicas da

Bahia com potencial ornamental.
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CULTIVADO in vitro: EFEITO DE REGULADORES VEGETAIS E TIPOS DE

EXPLANTE
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RESUMO

Discocactus zehntneri subsp boomianus é uma espécie de cacto nativo do semiarido
brasileiro que apresenta potencial ornamental. No entanto, a baixa germinabilidade das
sementes bem como o crescimento lento tipico de espécies com metabolismo CAM
(metabolismo acido das crassulaceas) limitam significativamente a sua propagacdo. O
objetivo deste trabalho foi estabelecer protocolo para a morfogénese in vitro desta
espécie com énfase no tipo de explante, regulador vegetal e condic¢Ges de cultivo. Foram
realizados dois experimentos independentes onde foi analisada a interacdo entre
diferentes concentracdes de acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D: 0; 9; 18; 27; 36 uM)
e cinetina (0; 4,65; 9,29 uM) no explante transversal cultivado na luz e tipos e
concentracdes das auxinas acido naftalenoacetico (ANA), 2,4D e picloram (0; 50; 100;
200; 400 uM) no explante TCL (thin cell layer) cultivado no escuro. Ndo houve
interacdo significativa entre 2,4D e cinetina para as varidveis analisadas no explante
transversal, apenas o 2,4D potencializou interferiu significativamente. Concentracdes
intermediarias desse regulador foram mais eficientes para calogénese e brotos foram
induzidos em meio nutritivo isento de regulador vegetal por organogénese direta.
Quando diferentes tipos de auxina foram testados o picloram apresentou 0s melhores
resultados independente da concentracdo de regulador testada. Os calos obtidos
variaram quanto a textura e coloracdo e, quando cultivados na luz, houve a ocorréncia
da rizogénese sob baixas concentracfes de auxina. Calos derivados do explante tipo
TCL cultivados no escuro em meios suplementados com picloram apresentaram centros
meristematicos que sugerem potencial para organogénese ou embriogénese somatica

desde que estimulos especificos sejam disponibilizados.
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ABSTRACT

Discocactus zehntneri subsp boomianus is a species of cactus native of the Brazilian
semiarid with ornamental potential. However, poor seed germination as well as the
typical slow-growing species with CAM metabolism (crassulacean acid metabolism)
significantly limit their propagation. The objective of this study was to establish
protocol for the in vitro morphogenesis of this species with emphasis on the type of
explant, plant growth regulator and growing conditions. Two independent experiments
were conducted where it was analyzed the interaction between different acid
concentrations of 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2.4-D: 0; 9; 18; 27; 36 uM) and
kinetin (0; 4.65; 9.29 uM) in the transversal explant cultivated in light and types and
concentrations of naphthalene acetic acid auxin (NAA), 2.4-D and picloram (0, 50, 100,
200, 400 uM) in explant TCL (thin cell layer) cultivated in the dark. There was no
significant interaction between 2.4-D and kinetin for the variables analyzed in the
transversal explant, only 2.4D potentiated significantly interfered. Intermediate
concentrations of this regulator were more efficient for callus induction and buds were
induced in nutrient medium free of plant growth regulator for direct organogenesis.
When different types of auxin were tested picloram showed the best results, regardless
of the tested regulator concentration. The calli obtained vary in texture and color, and
when grown in light, there was the occurrence of root formation at low concentrations
of auxin. Callus derived from explant type TCL cultivated in the dark supplemented
with picloram media showed meristematic centers that suggest potential for

organogenesis or somatic embryogenesis from that specific stimuli are available.

KEYWORDS: cacti; callogenesis; organogenesis; plant growth regulator; tissue

culture.
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INTRODUCAO

A familia Cactaceae € tipicamente americana e distribuida por uma ampla
variedade de climas e ecossistemas, como no semiarido brasileiro, considerado um
centro de riqueza de cactos por abrigar cerca de 100 espécies nativas das quais cerca de
80 sdo endémicas (Cavalcante et al. 2013). Muitas dessas espécies sdo utilizadas para
fins terapéuticos, alimenticios, misticos e ornamentais (Andrade, 2008). Devido a
rusticidade e beleza oferecida, o interesse popular nos cactos para ornamentacéo criou

uma forte demanda comercial (Cavalcante et al. 2013).

O género Discocactus em quase sua totalidade é restrito ao Brasil (Machado et
al. 2005) e seis espécies sdo nativas do semiérido, entre elas o D. zehntneri subsp
boomianus (Cavalcante et al. 2013). Estes cactos possuem cladodio globoso néo
ramificado, como os coroas-de-frade (Cavalcante et al. 2013), e apresentam potencial
ornamental. Todas as espécies de Discocactus encontram-se ameacadas de extincao,
razBes intrinsecas para isso incluem o tamanho reduzido de popula¢es conhecidas para
cada espécie e a especificidade de habitat fazendo com que as popula¢Ges ocorram em
areas restritas (Machado et al. 2005). Além disso, segundo os autores, as popula¢des sdo
extremamente vulneraveis tanto a modificacdo e destruicdo de habitat quanto a coleta

extrativista.

A propagacdo de cactos nativos geralmente ¢ feita por germinagdo de sementes e
estaquia, entretanto estes métodos de propagacdo sdo inadequados para algumas
espécies com sementes dormentes e/ou baixas taxas de germinacdo e crescimento lento
(Clayton et al. 1990). D. zehntneri subsp boomianus assim como outras espécies nativas
e de potencial ornamental apresentaram baixas taxas de germinagdo in vitro,

provavelmente associada a algum tipo de dorméncia (Barbara et al. 2015; Civatti et al.
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2015; Marchi et al. 2013), o que limita a sua propagacao sexual. As técnicas de cultura
de tecidos podem superar certas limitaces associadas a propagacdo convencional de
muitas espécies de cactos raros ou nativos (Clayton et al. 1990; Sudhersan et al. 2003),
entretanto, na literatura sdo escassos os trabalhos que abordem o tema (Barbara et al.
2015; Karimi et al. 2012; Resende et al. 2010; Medeiros et al. 2006; Al-Ramamneh et

al. 2006).

A micropropagacdo € um método de propagacdo vegetativa realizada sob
condicdes assépticas com a utilizacdo de fragmentos de plantas denominados explantes
(Lema-Ruminska e Kalus, 2014). Esta ferramenta possibilita a producdo em larga escala
de clones, livres de doencas e em um curto espaco de tempo (Khattab et al 2014; Perullo
et al. 2015). Além disso, as plantas derivadas deste sistema de propagacdo sdo muitas
vezes mais robustas e apresentam um crescimento mais acelerado em comparagdo com
plantas semelhantes produzidas por germinacdo de sementes ou estaquia (Perullo et al.

2015).

A regeneracao in vitro é um fendmeno complexo que pode ser influenciado por
um grande nimero de fatores genéticos e ambientais (Sriskandarajah et al. 2006). Um
protocolo geral ndo é possivel porque muitas das respostas das plantas a cultura de
tecidos é altamente dependente do genétipo e algumas importantes modificacfes e
ajustes devem ser feitos quando uma nova espécie ou cultivar € utilizada, especialmente
para otimizar as condi¢cbes ambientais de cultura, como meio nutritivo e tipo,
concentracdo e combinacdo de reguladores vegetais (Estrada-Luna et al. 2008).
Auxinas e citocininas sdo os reguladores vegetais mais importantes para a regulagédo do
crescimento e morfogénese in vitro (George et al. 2008) e diversas classes dessas

substancias reguladoras tem sido eficientes na propagacao in vitro de cactaceas (Nunez
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et al. 2014; Hua et al. 2014; Roman et al. 2014; Khattab et al. 2014; Astello-Garcia et

al. 2013; Vifias et al. 2012; Karimi et al. 2010).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a morfogénese in vitro de D. zehntneri
subsp boomianus em funcéo de diferentes tipos e concentracdes de reguladores vegetais,
tipos de explantes e ambientes de cultivo, bem como realizar a analise anatdmica de

calos com potencial de regeneragao in vitro.

MATERIAL E METODOS

Estabelecimento in vitro

Frutos maduros de Discocactus zehntneri subsp boomianus foram coletados em
diferentes populacdes da espécie no municipio de Morro do Chapéu — BA. Apos a
retirada dos frutos, as sementes foram secas em papel filtro, beneficiadas e armazenadas
em sacos de papel a temperatura ambiente. Posteriormente, as sementes foram
desinfestadas quimicamente por um minuto em alcool absoluto e 15 minutos em
hipoclorito de sodio (2,5% de cloro ativo) e lavadas trés vezes em agua estéril. Em
seguida, as sementes foram inoculadas em meio MS (Murashige e Skoog, 1962) com
metade da concentracdo salina (MS/2) suplementado com 15 g L™ de sacarose e
solidificado com 6,5 g L™ de 4gar. O meio de cultura teve o pH aferido para 5,6 - 5,8 e,
posteriormente, foi esterilizado em autoclave por 15 minutos a 121°C. Apoés a
germinacdo as plantas foram incorporadas a colecdo do Laboratorio de Cultura de
Tecidos Vegetais da Universidade Federal da Bahia (LCTV-UFBA) e, apds
aproximadamente dois anos de estabelecimento in vitro, foram utilizadas como fonte de

explante.
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Efeito de 2,4D e cinetina na morfogénese in vitro de explantes transversais cultivados

na luz (Experimento 01)

Segmentos transversais do cladddio de aproximadamente 5-6 mm de
comprimento foram excisados de plantas previamente estabelecidas in vitro e
inoculados em tubos de ensaio contendo 15 ml de meio MS suplementado com
diferentes concentracdes de acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D: 0; 9; 18; 27; 36 uM)
e cinetina (0; 4,65; 9,29 uM) isolados ou combinados entre si. Os meios nutritivos
foram acrescidos de 30 g L™ de sacarose e solidificados com 6,5 g L™ de agar. As
unidades experimentais foram mantidas por 90 dias em sala de crescimento a 25 + 3°C

2 sy e 16h de fotoperiodo. Utilizou-se

sob luz branca fluorescente (60 pmol m’
delineamento inteiramente casualizado em arranjo fatorial 5 x 3 (concentragdes de 2,4D

X concentracOes de cinetina) com seis repeticdes de cinco amostras cada por tratamento.

Efeito de diferentes tipos de auxina na morfogénese in vitro de explantes TCL

cultivados no escuro (Experimento 02)

Foram testadas diferentes concentra¢des (50; 100; 200; 400 uM) de trés tipos de
auxina, 2,4D, &cido naftalenoacetico (ANA) e picloram, além de um tratamento controle
isento de regulador vegetal, para segmentos do cladédio de espessura fina (thin cell
layer, TCL) com aproximadamente 1 mm de comprimento (Silva et al. 2003). Os
explantes foram inoculados em placas de Petri (90 mm x 15 mm) contendo 50 mL de
meio MS suplementado com 30 g L™ de sacarose, acrescido de 1,5 g L™ de carvéo
ativado e solidificado com 6,5 g L™ de agar. As unidades experimentais foram mantidas
por 30 dias em cameras tipo BOD no escuro a 25 + 3° C. Utilizou-se um delineamento
inteiramente casualizado em arranjo fatorial 3 x 4 (tipo de auxina x concentracdo de

regulador) com cinco repeti¢cdes de seis amostras cada.
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Variaveis analisadas e analise estatistica

Transcorrido o tempo estabelecido para cada experimento as varidveis analisadas
no primeiro ensaio foram sobrevivéncia (%), brotacdo (%), nimero de brotos/explantes
e calogénese. No ensaio seguinte apenas a calogénese foi analisada (%). Os dados foram
submetidos & analise de variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo Teste
de Scoot-Knott a 5% de probabilidade utilizando o programa estatistico Sisvar 5.1

(Ferreira, 2011).

Analise histoldgica

Segmentos transversais de calos induzidos em explantes tipo TCL em meio MS
suplementado com 100 uM de picloram foram selecionados para a analise anatémica.
As amostras foram fixadas em FAA;, (formaldeido, acido acético e etanol 70%, 1:1:18,
v/v) (Johansen, 1940) por no minino 24 horas, a fim de estabilizar os componentes
celulares e paralisar tanto os processos vitais quanto a aut6lise (Kraus e Arduin, 1997).
Apos a fixacdo, as amostras foram emblocadas em resina histoldgica sintética (Leica
historesin). Para tanto, as amostram foram submetidas & desidratacdo em série etilica
crescente (alcool 70, 80, 90 e 100%) por uma hora na primeira concentracdo e duas
horas nas seguintes; pré-infiltracdo em alcool 100% e resina pura (1:1) por duas horas e
posterior infiltracdo em resina ativada por no minimo 24 horas em ambiente refrigerado.
Todas as etapas seguiram as instrugdes do fabricante. Para a obtencdo dos cortes
histoldgicos, as amostras foram montadas em histomoldes de polietileno 6x9mm
contendo resina de inclusdo (resina ativada + endurecedor) e, imediatamente levadas a
estufa a 50 °C para endurecimento. As amostras incluidas em resina foram seccionadas
em microtomo rotativo (Thermo scientific — HM 325) obtendo-se secgdes transversais

de 5 um de espessura. Em seguida, as laminas foram coradas com azul de toluidina
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0,05% (O’Brien et al. 1965) por 5 minutos e lavadas em &gua de torneira. As laminas
foram montadas em meio permanente com resina sintética Entellan®. A visualizagdo
ocorreu em microscépio optico Axio Scope Al com camera digital Cannon acoplada

utilizando software AxioVision Release versao 4.8.2.

RESULTADOS

Para o explante transversal cultivado em condi¢fes de luz ndo houve interacéo
significativa entre os fatores 2,4D e cinetina para as varidveis analisadas (p>0,05). Neste
caso, apenas o0 2,4D interferiu significativamente. O aumento da concentragdo do 2,4D
diminuiu significativamente a sobrevivéncia dos explantes de 100% (controle) para até

7%, na presenca de 36,02 UM de 2,4D.

Tabela 1: Efeito de diferentes concentracdes de 2,4D na sobrevivéncia (%), brotacdo

(%) brotos/explantes e calogénese (%) de Discocactus zehntneri subsp boomianus.

2.4D (M) Sobrevivéncia (%) Brotacdo (%) Brotos/explante Calogénese (%)

0,00 100a 62a 1,00a Ob

9,05 49b 1b 0,11b 1la
18,10 26c Ob 0,00b 7a
27,15 12d Ob 0,00b 7a
36,02 7d Ob 0,00b 2b

Médias seguidas pela mesma letra, minascula nas linhas ndo diferem significativamente

entre si pelo teste Skoot-knott (p>0,05).

As variaveis brotacdo e numero de brotos/explante seguiram a mesma tendéncia.

O 2,4D reduziu significativamente a brotacdo de 62% (controle) para até 0% no
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tratamento com concentracdo igual ou superior a 18,10 uM e, o melhor resultado para a
variavel numero de brotos/explante foi obtido na auséncia de reguladores vegetais
(Tabela 01). Os brotos foram obtidos via organogénese direta através ativacdo das

aréolas (Figura 01 A), meristemas laterais tipicos de representantes da familia.

Apenas 0s tratamentos suplementados com 2,4D induziram a formacéo de calo
(Tabela 01). O controle e o tratamento suplementado com a maior concentracdo de
auxina apresentaram os resultados menos favoraveis, 0 e 2% respectivamente. Os
melhores resultados, 11 e 7%, ocorreram nas concentracdes intermediarias de auxina.
Os calos derivados do explante transversal iniciaram o seu desenvolvimento depois da
terceira semana de cultivo na luz e ao final dos 90 dias apresentaram um padrdo
morfoldgico variado que ndo apresentou uma tendéncia entre as diversas concentracfes
de 2,4D e cinetina testadas. De modo geral, os calos apresentaram textura compacta
(Figura 01 B-F) e sua formacdo ocorreu tanto na superficie adaxial (Figura 01 B, E)
quanto nas laterais do explante transversal (Figura 01 C). A superficie dos calos
compactos variou de lisa (Figura 01 B) e com estruturas filamentosas (Figura 01 D) a
irregular (Figura 01 E), neste ultimo caso foi possivel observar a presenca de células

pequenas e isodiamétricas na superficie (Figura 01 F).

Com relagdo a coloracdo, houve uma variacdo entre transllcido, verde e
amarelo. Em concentragdes menores de 2,4D a coloragdo dos calos variou entre
translucido e tons de verde e em concentragdes mais elevadas de 2,4D apenas calos
amarelos foram identificados. Além disso, em alguns calos (9,05 uM 2,4D; 9,05 uM
2,4D + 9,29 UM cinetina; 18,10 uM 2,4D + 9,29 UM cinetina) foi possivel observar

estruturas semelhante a pélos radiculares, evidenciando a regeneracdo de raiz por parte
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destes (Figura 01 D). Na maioria dos casos houve uma densidade significativa dos pélos

que impossibilitou a visualizacao da raiz primaria.

Figura 01. Morfogénese in vitro de Discocactus zehntneri subsp boomianus em fungéo
de diferentes tipos e concentragfes de reguladores vegetais e ambientes de cultivo.
Formacdo de brotos através dos meristemas laterais (A). Inducdo de calogénese no
explante transversal na presenca de luz em funcéo de diferentes concentracdes de 2,4D e
cinetina (B, C, D, E, F). Indugdo de calogénese para o explante tipo TCL no escuro em
meio MS isento de regulador (G) e suplementado com diferentes concentracbes de
picloram 50 (H), 100 (1), 200 (J, L) e 400 (M) uM. Barras: A, G, H, I, J, L, M: 5 mm; B,
C,D,E, F: 1 mm.
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Visando potencializar a inducdo de calogénese a fim de subsidiar estudos
posteriores de regeneracdo via embriogénese somatica, apenas tratamentos envolvendo
diferentes tipos e concentragcdes de auxinas foram testadas para o explante TCL no
escuro. Neste caso, houve interacdo significativa entre os fatores tipo e concentracgdes de
auxina (p<0,05). De modo geral, auxina picloram apresentou os melhores resultados
para a inducdo de calo, cujos percentuais variaram de 93 a 100% (Tabela 02)
independente da concentragdo de regulador analisada. No entanto, nas concentracfes
mais baixas de regulador, 50 e 100 uM, o 2,4D apresentou resultados similares (90 e
73% respectivamente) ao picloram e, na maior concentracdo de regulador testada ndo

houve diferencas significativas entre o picloram e 0 ANA (80%) (Tabela 02).

Tabela 2: Inducéo de calogénese (%) em explantes tipo TCL de Discocactus zehntneri

subsp boomianus em funcéo de diferentes tipos e concentragdes de auxinas.

Concentracdes Auxinas o
- Média geral
(LM) ANA 2,4D Picloram
0 0 0 0
50 33bB 90aA 100aA T4A
100 33bB 73aA 97aA 68A
200 50bB 50bB 93aA 64A
400 80aA 28bB 100aA 75A
Média Geral 49b 64b 97a

Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas nas linhas e maidsculas nas colunas
ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de Scott-Knott (p>0,05)

Com relacdo as concentracdes analisadas, para o0 ANA houve um aumento
significativo da calogénese a medida que as concentracdes de regulador no meio

nutritivo aumentavam, cujo percentual maximo (80%) ocorreu a 400 uM (Tabela 02).
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Por outro lado, 0 2,4D demonstrou um efeito contrério, concentragcGes mais baixas desse
regulador, 50 e 100 puM, foram significativamente mais eficientes na indugdo da
calogénese apresentando cerca de 90 e 73% de calos, respectivamente. Neste caso, 0S
resultados menos satisfatorios ocorreram a 200 e 400 puM, 50 e 28% respectivamente. O
picloram ndo apresentou diferengas significativas entre as concentragdes testadas

(Tabela 02).

Nos dois experimentos realizados o meio nutritivo desprovido de regulador
vegetal ndo apresentou formacdo de calo (Tabelas 01 e 02; Figura 01 G). Para o
explante TCL houve apenas o entumescimento da superficie adaxial de alguns
explantes. Isso demonstra que para esta espécie a presenca de reguladores vegetais,

especialmente auxina € imprescindivel para inducdo da desdiferenciacao celular.

Os calos derivados do explante TCL iniciaram a sua formagé&o entre primeira e
segunda semana de cultivo e apresentam um padrdo morfoldgico diferenciado. A textura
dos calos variou de compacto a friavel e sua coloracdo variou de branca opaca a
avermelhada (Figura 01 H-M). Assim como os calos derivados do explante tipo
transversal nos tratamentos induzidos com ANA e 2,4D os calos formados apresentaram
um crescimento desordenado. Por outro lado, em todas as concentragBes de picloram
testadas o crescimento de calos se deu através de estruturas globulares (Figura 01 1-M),
exceto em poucas amostras (Figura 01 H). N&o houve diferengas significativas entre o
numero de estruturas globulares formadas e as concentracdes de picloram analisadas e a
média geral para todos os tratamentos de estruturas globulares/explante foi de 3,45
(dados nédo apresentados). Alguns explantes induzidos com 200 e 400 uM de 2,4D

também apresentaram um crescimento similar, mas em um nmero inexpressivo.
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A andlise histoldgica de calos induzidos com 100 uM de picloram revelou que
as estruturas esféricas sdo centros meristematicos organizados, constituidos por células
indiferenciadas, pequenas e de contetdo citoplasmético denso, com ndcleo e nucléolos

evidentes (Figura 02). Alguns centros meristematicos apresentaram no seu interior

células de formato alongado (Figura 02 C, E).
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Figura 02: Analise histologica de calos derivados do explante tipo TCL cultivado no
escuro em meio MS suplementado com 100 puM de picloram. Aspecto geral
evidenciando a disposi¢do de dois centros meristematicos (A), centros meristematicos
individualizados (B, C e D) e, em detalhe, células alongadas localizadas na porcéao
central dos centros meristematicos (E). Barras: A, B e D: 200uM; C: 100 uM; E: 20
MM,

DISCUSSAO

O estabelecimento in vitro atraves de sementes, sobretudo de espécies
ameacadas e de distribuicdo restrita, € uma alternativa viavel ndo somente pelo sucesso
na desinfestacdo, mas também para evitar agressdes a planta mde no campo e/ou a
retirada de individuos no habitat natural (Lema-Ruminska e Kulus, 2014). Uma vez
estabelecida in vitro, diversos tipos de explantes podem ser utilizados para a
micropropagacdo de cactos, como aréolas isoladas (Vifias et al. 2012; Lema-Ruminska e
Kulus, 2014; Nunez et al. 2014), segmentos do cladédio (Garcia-Rubio e Malda-
Barrera, 2010; Khattab et al. 2014; Roman et al. 2014) e da raiz (Khattab et al. 2014). A
utilizacdo de explantes derivados da porcdo intermedidria do cladddio além de
apresentar o melhor resultado para algumas espécies de cactos (Nunez et al. 2014;
Roman et al. 2014) possibilita a regeneracdo do apice em um meio nutritivo para
crescimento e, consequentemente, a utilizacdo por diversas vezes da mesma planta
como fonte de explante (Resende, 2010). Além disso, segundo Chorefio-Tapia et al.
(2002) a eliminacdo do &pice estimula a sintese de citocininas que ativam as aréolas e,

conseqiientemente, induzem o crescimento de brotos laterais.

A formagéo de brotos adventicios em representantes da familia Cactaceae varia

tanto na via de regeneracdo quanto em relacéo os tipos e concentracdes de reguladores
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vegetais, condi¢cdes de cultura, tipos de explante e genotipo. Neste trabalho todos os
brotos foram obtidos via organogénese direta, sem a fase intermediaria de calo,
mediante a ativacdo das areolas em meio isento de regulador (Tabela 01). Resultados
similares foram obtidos para Ariocarpus kotschoubeyanus (Moebius-Goldammer et al.
2003) e Hylocereus costaricensis ou pitaya (Vifias et al. 2012; Hua et al. 2014). Além
da regeneracdo ocorrer de forma mais rapida e com um menor custo, a organogénese
direta oferece menos riscos de alteracdo genética (George et al. 2008; Moebius-
Goldammer et al. 2003). No entanto, para algumas espécies como Selenicereus
megalanthus (Nunez et al. 2014) e Opuntia ficus-indica (Angulo-Bejarano e Paredes-
Ldpez, 2011) a organogénese indireta também mostrou-se eficaz na produgdo de brotos.
Segundo Lema-Ruminska e Kulus (2014) a quantidade ¢ a proporgdo de reguladores
vegetais aplicados, o genotipo e até mesmo o local da excisdo do explante podem

determinar a via de organogénese.

Auxinas e citocininas desempenham papeis fundamentais na inducéo (Hua et al.
2014) e desenvolvimento de brotos (Sriskandarajah et al. 2006). Para diversas espécies
de cactos a adicdo de reguladores vegetais a0 meio nutritivo potencializa a
multiplicacdo (El Finiti et al. 2013; Hua et al. 2014; Roman et al. 2014; Khattab et al.
2014) no entanto, ndo existe um consenso entre o balan¢o ideal de reguladores. Segundo
Clayton et al. (1990) concentracdes baixas ou mesmo a auséncia de auxinas e moderada
a altas concentragdes de citocinina séo ideais enquanto para Lema-Ruminska e Kulus
(2014) raramente uma concentracdo de citocinina maior do que de auxina é requerida
para o desenvolvimento de brotos axilares. Esta auséncia de padrdo demonstra que o
efeito do tipo e concentracdes de reguladores é genotipo especifico (Alves et al. 2013;
Roman et al. 2014). Para D. zehntneri os tipos e as concentracdes de reguladores

vegetais utilizadas reduziram significativamente a formacdo de brotos, e o melhor
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resultado foi obtido no meio nutritivo isento de regulador vegetal. Esses resultados
divergem dos obtidos para Cereus hildmannianus (Langer e Mergener, 2013) e
Hilocereus costaricensis (Vifas et al. 2012), em que meios nutritivos desprovidos de
reguladores vegetais ndo apresentaram inducdo de brotos. Contudo, outras espécies de
cactos também demonstraram potencial organogénico na auséncia de reguladores
vegetais como Coryphantha retusa (Ruvalcaba-Ruiz et al. 2010) Mammillaria
mathildae (Garcia-Rubio e Malda-Barrera, 2009; Garcia-Rubio e Malda-Barrera,
2010), M. densispina, M. hahniana, M. hutchisoniana, M. orcutii, M. perbella, M. picta,
M. rhodantha, M. zephyranthoides, M. bocasana, M. pectinifera (Ramirez-Malagon et
al. 2007), M. san-angelensis (Rublo et al. 2002), M. elongata (Papafotiou et al. 2001),
Pilosocereus robinii (Quiala et al. 2009), Opuntia lanigera (Estrada-Luna et al.2008),
Pelecyphora aselliformis, P. strobiliformis (Pérez-Molphe-Balch & Davila-Figueroa,
2002) e Turbinicarpus laui (Rosas et al. 2001). Isto sugere que niveis enddgenos de
hormdnios presente nos tecidos podem ter sido responsaveis pela formacdo dos brotos
(Moebius-Goldammer et al.2003; Sriskandarajah et al. 2006; Garcia-Rubio e Malda-
Barrera, 2010; Lema-Ruminska e Kulus, 2014). Segundo Hubstenberger et al. (1992)
0s cactos tem a capacidade de sintetizar excesso de auxina in vitro, o que poderia
justificar tanto a brotacdo em meio nutritivo desprovido de regulador quanto essa
amplitude de respostas dentro da familia. No entanto, o baixo nimero de brotos obtidos
para esta espécie torna necessario o desenvolvimento de protocolos que potencializem a
sua multiplicagdo in vitro, como a regeneracdo através da embriogénese somaética e,
para algumas espécies, a inducdo de calos é um pré-requisito para essa via de

regeneracao (Gueye et al. 2009).

Neste estudo, os explantes, reguladores e ambientes de cultivo utilizados

induziram a calogénese (Tabela 01 e 02). Sob estimulos quimicos especificos o
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metabolismo de células especializadas no explante é alterado e é dado inicio a um
processo de divisdo celular ativa que d& origem a um novo tecido composto por células
meristematicas e sem especializacdo (George et al. 2008). Durante a desdiferenciacéo,
produtos de armazenamento tipicamente encontrado em células em repouso tendem a
desaparecer e, células meristematicas ddo origem a células indiferenciadas,
parenquimatosas, e sem qualquer ordem estrutural caracteristica do 6rgdo ou tecido que
Ihe deu origem (George et al. 2008). Embora as culturas de calos aparentemente
parecam uma massa de células uniforme, na realidade sua estrutura € relativamente
complexa com variacbes morfoldgicas, fisioldgicas e genéticas no seu interior

(Hartmann et al. 2011).

Segundo George et al. (2008) os calos variam em seu grau de competéncia
morfogenética e, em alguns casos, linhagens de calo com diferentes aparéncias como
cor e textura e diferentes capacidades morfogenéticas podem ser isoladas de um mesmo
explante e podem refletir o potencial epigenético das células ou ser causado pelo
aparecimento de variabilidade genética entre as células da cultura. Desta forma, sua
caracterizacdo morfoldgica, bioguimica e ultra-estrutural pode evidenciar mudancas
relacionadas ao processo morfogenético in vitro de tecidos vegetais e podem auxiliar
ainda na identificacdo dos fatores que desencadeiam mudancas fisiologicas nos
explantes, como a aquisicdo da friabilidade ou o desenvolvimento de embrides
somaticos (Vasconcelos et al. 2012). No entanto, estudos de regeneracdo através do
estabelecimento de culturas de calo in vitro sdo escassos para espécies de cactos
(Angulo-Bejarano e Paredes-Lopez, 2011) apesar de constituir um valioso material
biologico tanto como ferramenta para transformacdo genética e producdo de novas
variedades ornamentais (Teodora e Olimpia, 2011; Angulo-Bejarano e Paredes-Lo6pez,

2011) quanto para multiplicacido de mudas.
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A inducdo de calos in vitro é governada por um complexo mecanismo
regulatorio (lkeuchi et al. 2013) e controlado por diversos fatores como genétipo,
composi¢cdo de meio de cultura, status fisiolégico do doador do explante, posi¢do do
explante na planta, tamanho do explante (Karimi et al. 2010) e sazonalidade (Karimi et
al 2012; Lema-Ruminska e Kalus, 2014). De todos os fatores que regulam a indugéo da
calogénese in vitro, os reguladores vegetais adicionados ao meio nutritivo tém sido o
mais frequente em trabalhos de indugéo de calogénese in vitro para representantes da
familia Cactaceae. Nos Ultimos 14 anos a analise de pelo menos 17 trabalhos publicados
com relacdo a inducdo de calogénese in vitro para cactos revelou que 100% analisaram

o efeito de reguladores vegetais.

Além dos reguladores exdgenos, o balanco hormonal obtido entre os niveis de
citocininas e auxinas enddgenas, podem estimular a proliferacdo celular (Nogueira et al.
2007) e ser fundamental para que células somaticas diferenciadas e especializadas se
desdiferenciem. Em D. zehntneri os reguladores foram imprescindiveis para a
calogénese (Tabela 01 e 02), assim como para outras espécies de cactos (Angulo-
Benjarano e Paredes-Lépez, 2011; Garcia-Rubio e Malda-Barrera, 2010). No entanto, a
interacdo entre auxinas e citocininas ndo potencializou a inducdo de calos para o
explante transversal cultivado na luz. A adicéo de citocinina exdgena, juntamente com a
citocinina enddgena do explante pode causar uma elevada concentracdo deste regulador
em relagdo a auxina e diminuir a formacdo de calo (Nogueira et al. 2007). Esses
resultados corroboram os obtidos para Schlumbergera truncata (Ali et al. 2001) e
discordam dos obtidos para outras espécies como Opuntia robusta (Astello-Garcia et al.
2013), Cereus hildmannianus e C. jamacaru (Karimi et al. 2010), Schlumbergera

truncata (Al-Ramamneh et al. 2006), Selenicereus megalanthus (Nunez et al. 2014) e
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Cephalocereus senilis (Chorefio-Tapia et al. 2002) nas quais a associagdo entre estes

dois reguladores vegetais estimulou a proliferacao de calos.

A regeneracdo de raizes a partir de calos foi relatada para duas espécies de
cactos Stenocereus gummosus e Ferocactus peninsulae, e, de modo similar a este
trabalho, segundo os autores, ndo houve padrdo entre as concentracdes de auxinas e

citocininas testadas e a inducdo da rizogénese (Shishkova et al. 2007).

Neste trabalho, apenas as auxinas foram eficientes na inducdo da calogénese,
independente do explante, tipo e concentracdo de regulador vegetal e condigdes de
cultivo. As auxinas parecem ser capazes de alterar o programa genético que controla o
estado diferenciado dos tecidos, e, sob sua acdo, as células podem se desdiferenciar e
comegar a se dividir (George et al. 2008). Esta reprogramacao pode esta relacionada ao
aumento do nivel de metilacdo de DNA, causado por algumas auxinas naturais e
sintéticas, como 2,4D, ANA e AIA (Lo Schiavo et al. 1989). O tipo e a concentracao
de auxina foi determinante para a desenvolvimento dos calos em Opuntia robusta
(Astello-Garcia et al. 2013), segundo os autores o AlA, IBA e 2,4D apresentaram
resultados mais satisfatdrios que o ANA na inducgdo de calos. Das auxinas testadas o
picloram apresentou os melhores resultados (Tabela 2), uma vez que ndo diferiu
significativamente em todas as concentragfes testadas (93-100%) e, sobretudo
apresentaram calos com potencial morfogenético. No entanto, esta auxina tem sido
utilizada em poucos estudos para inducao de calogénese in vitro de outras especies de
cactos (Astello-Garcia et al. 2013). Além dos reguladores vegetais outros aditivos tém
sido frequentemente adicionados ao meio nutritivo para potencializar a inducdo de
calos, como a agua de coco (Karimi et al 2010), biotina, caseina hidrolisada, glutamina

e prolina (Astello-Garcia et al. 2013).
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As condicOes de cultivo para inducdo de calo em cactos variam desde estudos
com fotoperiodo estabelecido (Ali et al. 2001; Angulo-Bejarano e Paredes-Ldopez, 2011)
a auséncia total de luz (Karimi et al. 2010; Karimi et al. 2012; Astello-Garcia et al.
2013). Para D. zehntneri as duas condi¢des de luminosidade promoveram a calogénese
(Tabela 01 e 02). Similarmente, para Selenicereus megalanthus os calos foram
produzidos tanto na luz quanto no escuro, no entanto em ambas as condi¢des de cultivo
tiveram aparéncias similares e apresentaram porcOes regenerantes, determinada pelo
regulador vegetal utilizado (Nunez et al. 2014). Por outro lado, para Stenocereus
gummosus e Ferocactus peninsulae, as condi¢des de fotoperiodo foram mais favoraveis
a inducéo de calo que o escuro (Shishkova et al. 2007). Segundo Nogueira et al. (2007)
a presenca de luz pode favorecer a producdo de compostos fendlicos que interferem na
atividade dos reguladores vegetais e, além disso, a auxina natural (AIA) presente no
tecido vegetal também pode sofrer fotodegradacdo, diminuindo as quantidades de

auxinas totais que desencadeariam o processo de formacéo de calo.

Embora o calo seja caracterizado pela multiplicacdo de células indiferenciadas
de forma desordenada, alguns tipos de células especializadas podem voltar a ocorrer de
forma aleatdria e podem estar associadas a centros de morfogénese, que podem dar
origem a 0Orgdos, como raizes e brotos, ou embrides (George et al. 2008). Centros
meristematicos, composto por células pequenas e com contetdo citoplasmatico denso,
levaran & formacdo de embriGes somaéticos na fase globular para Schlumbergera
truncata, cacto nativo do Brasil (Al-Ramamneh et al. 2006). No entanto, segundo 0s
autores, o aspecto das estruturas globulares foi associado ao desenvolvimento da
protoderme, que é camada mais externa de um embrido em desenvolvimento e, segundo
George et al. (2008), é o primeiro tecido a diferenciar, através de divisfes periclinais de

células do embrido globular nos estadios iniciais. Células alongadas no interior dos
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centros meristematicos como as obtidas neste trabalho (Figura 02 C e E) podem indicar
o inicio da desorganizacdo celular (Nepomuceno, 2012) ou a diferenciacdo de células do
sistema vascular. Provavelmente a manutengdo dos calos na condicéo de inducéo isto é,
no escuro e em meio nutritivo com elevadas concentracbes de reguladores, pode ter
impossibilitado o desenvolvimento de estruturas organizadas, seja brotos ou embrides.
Desta forma, sugere-se a transferéncia dos calos para condi¢cdes que possibilitem a
desenvolvimento da morfogénese, ou seja, para condi¢fes de luz e em meio nutritivo
apropriado. Segundo Werner et al. (2009) estruturas filamentosas na superficie de calos
similares as encontradas neste trabalho (Figura 01 D), sdo elementos diferenciados,
como fibras e traqueideos, e indica que tais por¢fes dos calos sdo conseguiram se

desdiferenciar, ndo sendo por isso embriogénicas.

CONCLUSAO

A expressao da morfogénese in vitro de Discocactus zehntneri subsp boomianus
foi dependente dos tipos e concentracfes de reguladores vegetais, tipo de explante e
ambientes de cultivo. Para a inducdo da organogénese direta de brotos, sugere-se a
utilizacdo de explantes transversais em meio MS isento de regulador vegetal. Com
relacdo a inducdo de calo com potencial morfogenético, evidenciado pela presenca de
centros meristematicos, os resultados mais satisfatérios ocorreram para o explante tipo
TCL no escuro em meio MS suplementado com picloram. Neste caso, a utilizagédo de
meios nutritivos suplementados com a menor concentracdo de regulador s&o mais
indicados. Novos estudos devem ser conduzidos a fim de estimular a regeneracgdo in
vitro dos calos obtidos, seja através da organogénese ou embriogénese somatica, a fim

de potencializar a multiplicacdo in vitro da espécie.
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RESUMO

O género Discocactus € predominantemente brasileiro e apresenta todas as suas
espécies ameacadas de extin¢do. Visto que apenas duas populacBes do género
encontram-se incluidas em &reas de protecdo, estratégias de conservagdo ex situ séo
fundamentais para salvaguardar os recursos genéticos destas espécies. O objetivo deste
trabalho foi estabelecer metodologias para conservacéo ex situ, a médio e longo prazo,
para Discocactus zehntneri subsp boomianus, espécie endémica do estado da Bahia.
Para tanto, foram realizados quatro ensaios visando estabelecer protocolos para a
criopreservagdo de brotos e sementes, conservagdo de sementes em temperaturas
ultrabaixas e crescimento minimo de plantas derivadas da germinacdo in vitro. Brotos
derivados da organogénese direta (3-7mm) foram submetidos a diferentes solugdes de
carregamento e, posteriormente a solucdo de vitrificagdo (PVS2) (Sakai et al. 1990),
antes da imersdo direta em nitrogénio liquido (-196 °C), onde permaneceram durante
sete dias. As sementes foram transferidas para criotubos e armazenadas em nitrogénio
liguido ou ultrafreezer (-80°C) por diferentes periodos de tempo. Foram realizadas
analises de viabilidade utilizando a solucdo de 2,3,5 trifenil cloreto de tetraz6lio para as
sementes que ndo germinaram. Para 0 ensaio de crescimento minimo, plantas derivadas
da germinacdo in vitro foram inoculadas em meio nutritivo suplementado com
diferentes concentracdes de sacarose (30, 60, 90 e 120 g L™) apenas ou 30 g L™ de
sacarose associada a diferentes concentragdes de manitol (15, 30, 45 e 60 g L™). O
protocolo utilizado para conservacdo de brotos ndo foi eficiente para manutencdo da
viabilidade das plantas ap6s o congelamento. Por outro lado, os ensaios para
conservacao de sementes mostraram que ndo houve reducgéo da qualidade fisiologica ao
longo do tempo, tanto para as armazenadas em nitrogénio liquido quanto para as

conservadas em ultrafreezer. Com relagdo ao crescimento minimo, os agentes osmoticos
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analisados mantiveram a sobrevivéncia das plantas durante 365 dias sem subculturas e,
de modo geral, o aumento na concentragdo de carboidratos no meio inibiu o
desenvolvimento da parte aérea e sistema radicular das plantas cultivadas in vitro. Desta
forma, tanto a conservacdo de sementes quanto o crescimento minimo podem ser
aplicadas para a espécie, desde que avaliacBes sobre a qualidade fisioldgica por

periodos de tempo superiores aos analisados neste trabalho sejam conduzidas.

PALAVRAS-CHAVE: armazenamento de sementes; cactos; conservacgao; crescimento

minimo; ultrafreezer.
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ABSTRACT

The Discocactus genus is predominantly Brazilian and presents all its endangered
species. Since only two of the genus populations are included in protected areas,
conservation ex situ strategies are essential to safeguard the genetic resources of these
species. The aim of this study was to establish methodologies for ex situ conservation in
the medium and long term for Discocactus zehntneri subsp boomianus, endemic to the
state of Bahia. Therefore, were conducted four trials involving cryopreservation shoots
and seeds, seed conservation at ultralow temperatures and minimal growth of plants
derived from in vitro germination. Shoots derived from direct organogenesis (3-7mm)
were subjected to different loading solutions and after the vitrification solution (PVS2)
(Sakai et al. 1990) prior to direct immersion in liquid nitrogen (-196 °C). The shoots
were stored for seven days. The seeds were transferred to cryovials and stored in liquid
nitrogen or Ultrafreezer (-80 ° C) for different periods of time. Viability analysis were
performed using the solution of 2,3,5-triphenyl tetrazolium chloride to the seeds that did
not germinate. For the minimum growth assay, plants derived from in vitro germination
were inoculated into nutrient medium supplemented with different concentrations of
sucrose (30, 60, 90 and 120 g L™) alone or 30 g L™ sucrose associated with different
concentrations mannitol (15, 30, 45 and 60 g L™). The protocol used for conservation
shoots was not efficient for plant viability maintenance after freezing. Moreover, assays
for seed storage showed no reduction in seed quality over time for both seed stored in
liquid nitrogen and stored in ultrafreezer. With respect to the minimum growth,
analyzed osmotic agents kept plant survival for 365 days without subcultures, and
generally increasing the concentration of the medium carbohydrate inhibited the
development of shoot and root systems of plants grown in vitro. Thus, both the

conservation of seeds and the minimum growth can be applied to the species, since
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reviews of the physiological quality for periods of time greater than those analyzed in

this work are conducted.

KEYWORDS: cacti; conservation; minimal growth; seed storage; ultrafreezer.
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INTRODUCAO

A familia Cactaceae apresenta cerca de 100 géneros e 1400 espécies (Judd et al.
2009) distribuidas por uma ampla diversidade de climas e ecossistemas. O leste do
Brasil € o terceiro centro de diversidade da familia (Taylor e Zappi, 2004; Silva et al.
2011a), sendo o Estado da Bahia um dos centros de dispersdo das cactaceas (Barroso et
al. 2002). Recentemente, uma avaliacdo global dessas espécies, no &mbito da Unido
Internacional para a Conservacao da Natureza (IUCN), revelou que o0s cactos estdo entre
0s grupos taxondmicos mais ameagados, com cerca de 31% das espécies sob algum tipo
de ameaca (Goettsch et al. 2015). Além das Orchidaceae e Bromeliaceae, Cactaceae é
uma das familias com maior nimero de espécies ameacgadas dentre a flora brasileira
(Pilatti et al. 2011), sendo o leste do Brasil um dos hotspots de espécies ameagadas

(Goettsch et al. 2015).

Fatores como o grau de singularidade que as cactaceas brasileiras possuem, em
termos de géneros e espécies endémicas, com relacdo as Américas como um todo (Silva
et al. 2011a) bem como o grau de vulnerabilidade o qual essas espécies estdo
submetidas (Goettsch et al. 2015), suscitam a necessidade de estudos de conservacgédo a

fim de salvaguardar os recursos genéticos dessas espécies.

O género Discocactus € quase totalmente restrito ao Brasil, com apenas trés
taxons que ocorrem em areas de fronteira com Bolivia e Paraguai (Machado et al. 2005)
e todas as espécies do género estdo ameacadas de extin¢do segundo o apéndice | do
CITES (Luthy e Luthy, 2001). Diversos fatores contribuem para a vulnerabilidade do
género como o comércio e coleta ilegal (Machado et al. 2005; Silva et al. 2011a) e a
mineracdo, uma vez que o tipo de substrato ao qual estdo associados € a calcério,

utilizado para a fabricacdo de cimento (Silva et al. 2011a). Segundo Machado et al.
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(2005) apenas duas populacdes do género encontram-se incluidas em 4&reas de
protecdo, D. zehntneri que ocorre dentro do Parque Estadual de Morro de Chapéu (BA)
e D. catingicola que ocorre dentro da Area de Protecdo Ambiental (APA) de Acaba
Vidas (BA).

Embora os biomas brasileiros estejam susceptiveis a diversos tipos de pressdo
antrdpica, a conservacgdo in situ de espécies nativas é a abordagem predominante para a
protecdo da biodiversidade e conservagdo de germoplasma (Pilatti et al. 2011). A
conservacao in situ dos recursos genéticos vegetais requer areas extensas, mao de obra
intensiva, recursos continuos e é necessaria a utilizacdo de pessoal treinado. Além disso,
0S acessos estdo constantemente sob risco de serem perdidos por causa de adversidades
ambientais, ataques de pragas, dificuldades de multiplicacéo e limitacGes orcamentarias,
especialmente em paises em desenvolvimento, onde estdo sujeitos a mudangas das
politicas do governo e desenvolvimento urbano (Engelmann, 1991; Silva et al. 2011b).
Desta forma, o estabelecimento de medidas para conservacdo ex situ dos recursos
genéticos sdo imprescindiveis, sobretudo para espécies endémicas e ameacadas de
extingdo, como D. zehntneri subsp boomianus.

As técnicas de cultura de tecidos vegetais sdo eficientes para a conservagao ex
situ da diversidade genética (Silva et al. 2011b; Flores et al. 2013) e podem ser
utilizadas como uma ferramenta crucial para a conservacdo e gestdo sustentavel de
espécies de cactaceas ameacadas (Perez-Molphe-Balch, et al. 2012). Os metodos
empregados sdo diferentes dependendo do tempo de armazenamento requisitado
(Engelmann, 1991; 2010). Para o armazenamento a longo prazo utiliza-se a
criopreservacao e quando o objetivo é armazenar os materiais bioldgicos a curto e
médio prazo, sdo utilizadas as técnicas de crescimento minimo (Engelmann, 1991;

2010).
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A capacidade de tecidos vegetais sobreviverem a criopreservacdo depende da
sua tolerancia a desidratacdo e a temperatura (Santos, 2000). Diversos tipos de explantes
podem ser criopreservados, como suspensdes celulares, embrides, protoplastos, gemas,
calos e polen (Carvalho e Vidal, 2003; Sarasan, 2006; Silva et al. 2011b; Srinivasan,
2012). O principal desafio desta técnica e evitar a formacdo de cristais de gelo
intracelular durante o congelamento das culturas, pois estes podem causar a ruptura do
sistema de endomembranas e resultar na perda da semi permeabilidade e da
compartimentalizagdo celular (Santos, 2000; Kaviani et al. 2009; Goldfarb et al. 2010).
Desta forma, apesar da criopreservacdo ser aplicada a diversos tipos de explantes,
materiais biol6gicos com baixos teores de umidade geralmente sdo mais favoraveis ao

congelamento (Goldfarb et al. 2010).

Um ndmero significativo de trabalhos tem se dedicado a estudar a influéncia da
criopreservacao sobre a viabilidade das sementes (Chetverikova, 2011). Para fins de
preservacado e, consequentemente, reintroducdo de plantas a utilizacdo de semente além
de maximizar a variacdo genética natural minimiza possiveis variacGes decorrentes da
cultura in vitro (Perullo et al. 2015). A criopreservacao de sementes ja foi realizada com
sucesso para a conservacdo de espécies ameacadas (Perullo et al. 2015) e nos ultimos
anos ja foram realizados alguns trabalhos cujas espécies alvo foram cactos ornamentais
nativos e/ou ameacados (Veiga-Barbosa et al. 2010; Marchi et al. 2013; Barbara et al.
2015; Civatti et al. 2015a,b). Uma das dificuldades principais para a conservacdo das
sementes em bancos de germoplasma € o pouco conhecimento sobre a biologia das
sementes das cacticeas nativas, uma vez que quase todas as publicagdes sobre
germinacdo de sementes de cactaceas se referem a espécies de outros centros de

diversidade (Silva et al. 2011a).



62

Apesar das vantagens associadas a criopreservacao de sementes, a utilizacdo de
outros materiais bioldgicos torna possivel a conservacdo de plantas que produzem
sementes inviaveis ou com baixa germinabilidade, como Discocactus zehntneri (Marchi
et al. 2013; Veiga-Barbosa et al. 2010) ou espécies que demoram muitos anos para
passar do estadio juvenil para o reprodutivo (Santos, 2000). A vitrificacdo pode ser uma
técnica eficiente para o armazenamento de 6rgaos complexos, como brotos e embriGes,
que contém uma variedade de tipos de células (Engelmamn, 2010) e, neste caso, para
prevenir a formacdo de cristais de gelo causado pelo congelamento do sistema de
endomembranas, técnicas de crioprotecdo podem ser utilizadas (Ferrari et al. 2016).
Este é o primeiro estudo que tem por objetivo realizar a criopreservacgdo de brotos de D.
zehntneri por meio da técnica de vitrificacdo. E, até 0 momento ndo ha registros de
trabalhos similares para nenhum representante da familia Cactaceae.

Apesar da criopreservagdo ser uma técnica reconhecida para armazenamento dos
recursos genéticos a longo prazo poucos estudos se destinam a fazer uma avaliacdo da
viabilidade do material por longos periodos bem como uma avaliacdo ao longo do
armazenamento a fim de analisar o tempo limite que o material pode permanecer
armazenado. Segundo Pilatti et al. (2011) a maioria das pesquisas realizadas para a
criopreservacao de sementes no Brasil relaciona-se a exposicao de curta duracéo, de trés
a sete dias em nitrogénio liquido. A analise da longevidade de sementes criopreservadas
de D. zehntneri subsp boomianus por até 120 dias sugere que a perda de viabilidade ndo
é um problema (Veiga-Barbosa et al. 2010; Marchi et al. 2013) e, até 0 momento, um
unico trabalho foi realizado a fim de avaliar a eficiéncia da técnica para espécies de
cactos por um periodo superior a este (Barbara et al. 2015).

O armazenamento criogénico requer um investimento com a aquisi¢cdo de

tanques bem como a reposicdo regular do nitrogénio liquido. Outras estratégias de
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conservacao de sementes convencionais relacionadas a reducao na temperatura tém sido
conduzidas com sucesso para outros representantes da familia (Abud et al. 2012;
Salazar et al. 2013; Civatti et al. 2015a; Nascimento et al. 2015) e, pode ser uma
alternativa para a conservacdo de sementes das especies. Até o momento ndo ha
registros de trabalhos relacionados a utilizagdo de ultrafreezer (-80°C) para cactaceas
apesar de ser uma alternativa viével, pois € um equipamento comum em institui¢fes
e/ou bancos de germoplasma que conservam outros materiais biologicos e, uma vez
adquirido, os custos sdo baixos.

O crescimento lento, outro método para conservagdo ex situ, consiste em reduzir
0 metabolismo da planta, aumentando ao maximo os intervalos de subcultivos ou
estendendo-o indefinidamente, sem afetar a viabilidade das plantas (Lemos et al. 2002).
Além dos componentes do meio nutritivo, como reguladores osmaticos, hormonais e
concentracdo de sais, diversos fatores interferem na reducdo do crescimento in vitro
como a temperatura, condicdo fisiolégica do explante, recipiente de cultura e
modificagdes na atmosfera gasosa (Engelmann, 1991). No entanto, a conservagdo in
vitro sob condicGes e crescimento lento assegura a conservacao do germoplasma vegetal
somente por curtos periodos de tempo (seis a doze meses), dependendo do
procedimento ou da espécie de planta (Santos, 2000).

Apesar dos cactos reconhecidamente apresentarem crescimento lento em virtude
da fisiologia CAM (Metabolismo Acido das Crassul4ceas), uma comparagio entre as
taxas de crescimento em diferentes ambientes de cultivo demonstrou que plantas
cultivadas in vitro apresentam um crescimento acelerado (Malda et al. 1999) o que
indica a necessidade de estudos com espécies da familia. Até o momento, ndo ha
registro de trabalhos na literatura acerca da tolerancia da espécie em estudo com relagdo

a utilizacdo agentes osmoticos. Apenas dois trabalhos foram realizados visando
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estabelecer protocolos para representantes da familia. Resende (2010) estabeleceu
protocolo para duas espécies nativas de coroa de frade, Melocactus glaucescens e M.
paucispinus, enquanto Perez-Molphe-Balch et al. (2012) realizou a conservacdo de
espécies e subespécies do género Turbinicarpus.

O objetivo deste trabalho foi estabelecer diferentes metodologias para
conservacdo de D. zehntneri subsp boomianus, a fim de propor estratégias que

possibilitem o estabelecimento de bancos de germoplasma ex situ desta espécie.

MATERIAL E METODOS
1. Material vegetal
Frutos maduros de Discocactus zehntneri subsp. boomianus foram coletados em
diferentes populacGes da espécie localizadas em Morro do Chapéu, na Chapada
Diamantina, Bahia, Brasil (S11°20°11,1” W41°22°17,4”; S11°20°25,6” W41°22°12,2”;
S11°29°25,6” W41°20°34,2). As sementes foram extraidas dos frutos, secas em papel
filtro, beneficiadas e, posteriormente, armazenadas em sacos de papel a temperatura

ambiente até a montagem dos experimentos.

2. Criopreservacao de brotos

Plantas oriundas da germinagéo de sementes in vitro foram utilizadas como fonte
de explante para a micropropagacdo da espécie. Brotos laterais derivados da
organogeénese direta (capitulo 01) com parte aérea medindo de 3-7 mm de comprimento
foram submetidos a seis tratamentos de crioprotecdo que envolveram diferentes
solucBes de carregamento bem como diferentes temperaturas de exposicao a solucéo de
vitrificacdo (Tabela 01). Os brotos foram inseridos em criotubos contendo ou néo,

diferentes solugdes de carregamento (glicerol 2M, sacarose 0,4M ou glicerol 2M +
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sacarose 0,4M) por 20 minutos a 25°C. Posteriormente, foram submetidos a vitrificacdo
PVS2 (Sakai et al. 1990), composta por 30% de glicerol, 15% de etilenoglicol e 15% de
dimetilsulfoxido (DMSO), em meio Murashige e Skoog (1962) com a metade das
concentragdes salinas (MS/2) suplementado com 0,4M de sacarose (pH=5,7) por dez

minutos a 0°C ou 25°C.

Tabela 01. Criopreservacdo de brotos de Discocactus zehntneri subsp. boomianus
submetidos a diferentes solugOes de carregamento e a solucéo de vitrificagdo (PVS2) em
diferentes temperaturas.

Solucgdes de carregamento Solucdo de vitrificagédo
Tratamento
Tipo Temperatura Tipo Temperatura
Controle - - - -

Tl Glicerol PVS2
T2 Sacarose 25°C PVS2 25°C
T3 Glicerol+ sacarose PVS2
T4 Glicerol PVS2
T5 Sacarose 25°C PVS2 0°C
T6 Glicerol+ sacarose PVS2

Os criotubos foram mantidos no tanque de nitrogénio (-196°C) por sete dias.

Transcorrido o tempo estabelecido, foram retirados do tanque, mantidos por 40 min a
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temperatura ambiente e, posteriormente, aquecidos em banho maria (40°C) durante 15
min. Em capela de fluxo laminar, os brotos foram retirados dos criotubos, lavados em
meio MS/2 liquido, suplementado com 0,4M de sacarose (ph=5,7) e inoculados em
tubos de ensaio contendo 15 ml de meio MS/2 suplementado com 30 g L™ de sacarose e
6,59 L™ de 4gar. Foram utilizadas cinco repeticdes de cinco brotos em cada tratamento.
As unidades experimentais foram mantidas por 30 dias em sala de crescimento a 24 +

3°C sob luz florescente branca (60 pmol m™ s™) e 16 horas de fotoperiodo.

3. Conservacao de sementes

A conservacdo de sementes por congelamento foi avaliada em duas
temperaturas: -196°C (nitrogénio liquido) ou -80°C (ultrafreezer). As sementes foram
transferidas para criotubos e congeladas diretamente (Marchi et al. 2013). Foram
avaliados diferentes periodos de armazenamento em nitrogénio liquido (30, 90, 180 ou
360 dias) e ultrafreezer (30, 90 ou 180 dias). O grupo controle foi imediatamente
inoculado uma vez que ndo foi submetido ao congelamento. Apds a conclusdo de cada
periodo de armazenamento, os criotubos foram removidos do tanque de nitrogénio e do
ultrafreezer e as sementes foram descongeladas durante uma hora a temperatura
ambiente (24-25°C). Posteriormente, em fluxo laminar, as sementes foram desinfestadas
quimicamente por um minuto em alcool absoluto e 15 minutos em hipoclorito de sédio
(2,5% de cloro ativo) e, em seguida, lavadas trés vezes em agua estéril. As sementes
foram inoculadas em frascos de vidro de 250 mL contendo 50 mL de meio Murashige e
Skoog (1962) com metade das concentracdes salinas (MS/2), suplementado com 15 g L*
de sacarose e 6,5 g L™ de 4gar. O meio nutritivo teve o pH ajustado para 5,6 - 5,8 e foi

esterilizado em autoclave durante 15 minutos a 121 °C. Apoés a inoculagdo as unidades
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experimentais foram acondicionadas em cameras tipo BOD a 25 = 1°C sob luz

florescente branca (60 umol m™? s™) e 16 horas de fotoperiodo.

3.1 Teste de tetrazolio para analise da viabilidade dos embrides

A andlise da viabilidade das sementes foi realizada segundo Veiga-Barbosa et al.
(2010) com modificagdes. Cerca de dez sementes tiveram o seu opérculo removido com
0 auxilio de um bisturi e, em seguida, foram submetidas a embebicdo em &gua por 24h.
Posteriormente, as sementes foram imersas em solugdo de 2,3,5 trifenil cloreto de
tetrazolio a 0,6% por 24h a temperatura ambiente. Transcorrido o tempo estabelecido,
as sementes tiveram as testas fragmentadas e os embriGes foram excisados e
visualizados em lupa. Os embrides foram classificados quanto & viabilidade de acordo
com sua coloracdo. Foram consideradas vidveis as sementes cujo embrido apresentou

tons de vermelho.
3.2 Amostragem e variaveis analisadas

Foram utilizadas 100 sementes para cada tratamento divididas em quatro
repeticdes de 25 sementes cada. Os experimentos foram avaliados diariamente durante
21 dias ap06s a germinacdo da primeira semente e foram consideradas germinadas as
sementes cuja emissdo da radicula foi superior a dois milimetros (Figura 01 F). As
variaveis analisadas foram baseadas em Ferreira e Borghetti (2004) e consistiram de
germinabilidade, que representa a porcentagem das sementes germinadas em relacdo ao
numero de sementes dispostas a germinar (%G), tempo médio de germinacdo (TMG:
>n;. t/ n;) e velocidade média de germinacao (V: Xni/ Zn;. tj). Onde n; refere-se ao
numero de sementes germinadas e t; expressa o intervalo de tempo entre a germinacao.

Além disso, foi analisada a frequéncia acumulada da germinagéo (FA).
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3.3 Delineamento e andlise estatistica

O delineamento foi inteiramente casualisado (DIC) e os dados foram submetidos
a analise de variancia (ANOVA) atraves do software estatistico R (R Development Core
Team, 2013). Foram utilizados os testes de Shapiro-Wilk e Bartlett para averiguar a
normalidade de residuos e homogeneidade de variancias, respectivamente. Quando nédo
atendidas as pressuposicdes da andlise de variancia o teste de Kruskal-Wallis foi
utilizado para analise dos dados e para os demais casos foi utilizado o teste de Tukey a

5% de probabilidade para comparacdo de médias ou o0 modelo de regressao.

4. Crescimento minimo

Plantas oriundas da germinacdo in vitro de sementes com aproximadamente um
ano de idade foram inoculadas em meio MS suplementado com diferentes

concentracdes dos agentes osmoticos sacarose e manitol (Tabela 02).

Tabela 02: Diferentes concentracdes de sacarose e manitol distribuidas em oito
tratamentos para conservacdo in vitro de Discocactus zehntneri subsp. boomianus e seus

respectivos potenciais osmoticos.

Tratamento  Sacarose (g L™) Manitol (g L™) Potencial osmético (Po)
01 30 - -0,2170 MPa
02 60 - - 0,4340 MPa
03 90 - - 0,6510 MPa
04 120 - - 0,8680 MPa
05 30 15 - 0,3255 MPa
06 30 30 - 0,4340 MPa
07 30 45 - 0,5425 MPa

08 30 60 - 0,6510 MPa
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O meio nutritivo foi gelificado com 7 g L™ de 4gar e teve o seu pH ajustado para
5,6 - 5,8 antes da esterilizagdo em autoclave durante 15 minutos a 121 °C. Apos a
inoculagdo as unidades experimentais foram mantidas por 365 dias em sala de
crescimento a 24 + 3°C sob luz florescente branca (60 pmol m™ s™) e 16 horas de

fotoperiodo.

4.1 Amostragem e variaveis analisadas

Foram utilizadas oito repeticdes constituidas por trés plantas em cada
tratamento. Apo6s 365 dias foram avaliadas as varidveis comprimento da parte aérea
(mm), didmetro da parte &rea (mm) e comprimento da maior raiz (mm), com auxilio de
um paquimetro digital. Para massa seca da parte aérea e massa seca do sistema radicular

as plantas foram submetidas a secagem em estufa com ventilacao forcada por 96 horas .

4.2 Delineamento e analise estatistica

O delineamento foi inteiramente casualisado (DIC) e os dados foram analisados
através do software estatistico R (R Development Core Team, 2013). Foram utilizados
os testes de Shapiro-Wilk e Bartlett para averiguar a normalidade de residuos e
homogeneidade de variancias, respectivamente. Foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis

a 5% de probabilidade para comparacdo de médias.

RESULTADOS

1. Criopreservacao de brotos

As diferentes solucdes de carregamento bem como a solucdo de vitrificagéo,

PVS2, independente da temperatura, ndo foram eficientes para a conservacao de brotos
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de Discocactus zehntneri subsp boomianus em nitrogénio liquido (-196°C). Apés 30

dias de cultivo apenas os brotos do tratamento controle sobreviveram (Figura 01 A e B).

Figura 01. Conservacdo ex situ de Discocactus zehntneri subsp boomianus. Brotos
derivados do tratamento controle (A) e conservados por sete dias em nitrogénio liquido
(B). Aspectos morfologicos de plantas derivadas da germinagdo de sementes no
tratamento controle (C) e ap6s o armazenamento em ultrafreezer (D). Teste de
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viabilidade de sementes (E) e protrusdo da radicula (F). Barras: A, B,CeD: 1cm; Ee

F: Imm.

2. Criopreservacao de sementes

O inicio da germinacdo de sementes de D. zehntneri ocorreu entre o quarto e o
sétimo dia para as sementes armazenadas em nitrogénio liquido (Figura 02). De modo
geral, o inicio da germinacdo foi inversamente proporcional ao tempo imerso em
nitrogénio, ou seja, as sementes criopreservadas pelo menor tempo, tiveram o inicio da
germinacdo mais precoce, enquanto que as sementes armazenadas pelo maior tempo,
bem como o controle, comecaram a germinar mais tardiamente. Exceto o controle, cuja
germinacdo se estabilizou no décimo quinto dia, as sementes criopreservadas

apresentaram um aumento da germinabilidade até o Gltimo dia de avaliagéo.
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Figura 02. Distribuicdo da frequéncia acumulada (FA) da germinacdo de sementes de
Discocactus zehntneri subsp boomianus durante o0 armazenamento em nitrogénio
liquido (-196°C). Os valores de FA representam a somatdria das quatro repetices

simultaneas.



72

O armazenamento em condicGes de nitrogénio liquido ndo reduziu a qualidade
fisiologica das sementes. De acordo com a Figura 03 houve um aumento significativo
da germinabilidade ao longo do tempo de armazenamento. As sementes do tratamento
controle apresentaram o menor percentual de germinacdo, 7%, enquanto as sementes
armazenadas por 360 dias, aproximadamente um percentual cinco vezes maior, 44%. A
andlise de regressdo indicou modelo mateméatico quadratico ascendente para a
germinabilidade em funcdo do tempo de armazenamento em nitrogénio liquido (Figura

03).

50 A
y =7,962 +0,211x- 0,0003x?
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Figura 03: Germinabilidade de sementes de Discocactus zehntneri subsp boomianus

durante o armazenamento em nitrogénio liquido (-196°C).

Com relagédo a cinética da germinacdo, de acordo com a tabela 03, o tempo
médio de germinacdo das sementes criopreservadas por 30, 90 e 180 dias (13,30; 15,39;
e 13,29 respectivamente) foi significativamente maior que o controle (6,37). No entanto,
as sementes armazenadas pelo maior tempo, 360 dias (11,22), ndo diferiu

significativamente das sementes ndo criopreservadas. A variavel velocidade média de



73

germinacdo ndo apresentou diferencas significativas durante os periodos de tempo
avaliados e variou entre 0,0650 a 0,0930 para sementes armazenadas durante 90 e 360

dias, respectivamente.

Tabela 03: Efeito do tempo de armazenamento em nitrogénio liquido no tempo meédio
de germinagdo (TMG) e velocidade média de germinagcdo (VM) de sementes de

Discocactus zehntneri subsp boomianus.

Tempo de armazenamento (dias) TMG VM
Controle 6,37a 0,0907a
30 13,30bc 0,0776a
90 15,39c 0,0650a
180 13,29b 0,0756a
360 11,22ab 0,0930a

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente pelo teste
de Kruskal-Wallis (p>0,05).

3. Armazenamento em ultrafreezer (-80°C)

O inicio da germinacdo de sementes de D. zehntneri ocorreu entre o sexto e 0
oitavo dia para as sementes armazenadas em ultrafreezer (Figura 04). O aumento no
periodo de armazenamento esteve diretamente relacionado ao atraso no inicio do
processo germinativo, visto que no tratamento controle a germinagdo iniciou-se no

quinto dia e, apos o0 armazenamento por 180 dias, apenas a partir do oitavo.
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Figura 04. Distribuicdo da freqiiéncia acumulada (FA) da germinacdo de sementes de
Discocactus zehntneri subsp boomianus durante o armazenamento ultrafreezer (-80°C).

Os valores de FA representam a somatoria das quatro repeticbes simultaneas.

O aumento no periodo de armazenamento ndo reduziu a qualidade fisioldgica
das sementes (Tabela 04). N& houve diferengas significativas entre as sementes
armazenadas e o tratamento controle, cujos percentuais variaram de 6 a 18%. No
entanto, o teste de tetrazolio realizado com sementes ndo germinadas ao final do
experimento indicou que as sementes submetidas ao armazenamento apresentaram um
percentual de viabilidade de cerca de 50% enquanto as derivadas do tratamento controle

apresentaram um percentual superior, 58%. (Figura 1 E).

O tempo médio de germinacdo também ndo sofreu influencia do tempo de
armazenamento (Tabela 04). No entanto, a velocidade média de germinacdo, foi
significativamente alterada. Houve uma reducdo na velocidade ao longo do periodo de

armazenamento. As sementes do tratamento controle apresentaram uma velocidade
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significativamente maior (0,1330) que as armazenadas por 180 dias (0,0408). O
armazenamento pelos periodos intermedidrios, 30 e 90 dias, ndo diferiu
significativamente do controle e das sementes armazenadas por 180 dias, 0,0851 e

0,0978, respectivamente.

Tabela 04: Efeito do tempo de armazenamento em temperaturas ultrabaixas (-80°C) na
germinabilidade (G%), tempo médio de germinacdo (TMG) e velocidade média de
germinacdo (VM) de sementes de Discocactus zehntneri subsp boomianus.

Tempo de armazenamento (dias) G (%) T™G VM
Controle 18a 8,23a 0,1330a
30 10a 12,18a 0,0851ab
90 15a 11,30a 0,0978ab
180 6a 6,12a 0,0408b

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente pelo teste
de Tukey (p>0,05).

4. Efeito de diferentes agentes osmoticos no crescimento minimo das plantas

Ap0s 365 dias de cultivo, sem a realizacdo de subculturas, os agentes osmoticos
analisados foram eficientes em reduzir o crescimento in vitro das plantas (Figura 05).
Houve 100% de sobrevivéncia independente do tipo e concentragcdo dos agentes

osmoticos analisados.
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Figura 05. Conservacdo in vitro de Discocactus zehntneri subsp boomianus utilizando
diferentes agentes osmoticos. Brotos submetidos a 30, 60, 90 ou 120 g L™ de sacarose
(A) e 30 g L™ de sacarose + 15, 30, 45 ou 60 g L™ de manitol (B) em ordem crescente
de solutos. Diferentes padrdes morfologicos de plantas derivadas da conservacéo:
cladodio de coloracdo verde e espinhos de tamanho e disposicdo normais (C), cladodio
apresentando concentracdo de espinhos no apice (D), cladodio verde escuro com
espinhos desenvolvidos (E), cladddio verde escuro com espinhos desenvolvidos e de
coloragdo vermelha (F) e cladddios verde escuro e espinhos desenvolvidos ou de

disposicdo normal (G). Barras: 1 cm.

A reducdo do comprimento da parte aérea (CPA) esteve diretamente relacionada
com o aumento da concentracdo de sacarose (Tabela 05). O tratamento cujo meio
nutritivo foi suplementado com a maior concentragdo de sacarose, 120 g L™ e menor
potencial hidrico (-0,8680 MPa), apresentou 0 menor tamanho dentre os oito testados
(9,58 mm), seguido dos tratamentos com 90 g L™ de sacarose e 30 g L™ de sacarose +
60 g L™ de manitol (10,76 e 11,61mm respectivamente). O diametro da parte aérea
(DPA) dos cladddios nos tratamentos com as maiores concentracfes de sacarose (T3 e

T4) e de manitol (T7 e T8) apresentaram um tamanho significativamente menor
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variando entre 3,83 a 4,32 mm na maior concentracdo de manitol e de sacarose testada,

respectivamente (Tabela 05).

Tabela 05: Efeito de diferentes tipos e concentracbes de agentes osmoticos no
comprimento da parte aérea (CPA), didmetro da parte aérea (DPA), massa seca da parte
aérea (MSPA), comprimento da maior raiz (CMR) e massa seca do sistema radicular

(MSSR) de Discocactus zehntneri subsp boomianus.

Sacarose Manitol
4 4 CPA (mm) DPA (mm) MSPA(@) CMR(mm) MSSR (Q)

(gL?) (gL?)
30 - 24,11a 7,45a 0,122a 28,80a 0,038ab
60 - 13,69bc 5,88b 0,122a 22,37ab 0,066a
90 - 10,76e 4,32d 0,078bc 14,28¢c 0,029bc
120 - 9,58f 3,85d 0,072bc 11,07de 0,035b
30 15 13,74b 5,67b 0,105a 22,01b 0,049a
30 30 12,40cd 4.84c 0,140a 15,76¢ 0,021cd
30 45 11,42e 411d 0,069c 12,43cd 0,020cd
30 60 11,61de 3,83d 0,111ab 9,52¢e 0,016d

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo difere significativamente pelo teste de
Kruskal-Wallis (p<0,05).

Os tratamentos que apresentavam 0S menores potencias osmaticos tambem
foram mais eficientes em inibir o crescimento da maior raiz (Tabela 05). O tratamento
com a maior concentracdo de manitol reduziu significativamente esta variavel (9,52
mm), no entanto, ndo houve diferenca significativa entre este tratamento e aquele

suplementado com a maior concentrac¢ao de sacarose (11,07mm).
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Com relagdo a massa seca da parte aérea o tratamento que apresentou a menor
reducéo desta variavel foi o que a sacarose (30 g L™) esteve combinada com 45 g L™ de
manitol, 0,069g, no entanto esse resultado ndo diferiu significativamente dos
tratamentos suplementados com 90 e 120 g L™ de sacarose, 0,078 e 0,072 g L™,
respectivamente (Tabela 05). Os tratamentos suplementados com manitol foram mais
eficientes na reducéo da massa seca do sistema radicular. O tratamento no qual 30 g L ™
de sacarose esteve combinada com a maior concentragdo do manitol apresentou 0,016g
e nio diferiu estatisticamente daqueles suplementados com 30 e 45 g L ™ deste agente

osmético (0,021 e 0,020 g L * respectivamente).

A utilizacdo de diferentes tipos e concentracfes de agentes osmoticos resultou
em uma mudanca de coloracdo das plantas que variou entre os tratamentos apos 365
dias de cultura (Figura 05 C-G). Na condicéo de maior potencial hidrico (30 g L™ de
sacarose ou 30 g L™ de sacarose + 15 g L™ de manitol) a coloracdo dos cladddios e
espinhos foram majoritariamente verdes (Figura 05 C), considerada condicdo padrdo. A
medida que houve reducdo no potencial osmotico do meio nutritivo foi observada uma
maior propor¢ao de cladodios verde escuro (Figura 05 E, F e G) e espinhos vermelhos
(Figura 05 F). Além disso, considerando o padrdo de tamanho e distribuicdo de espinhos
no cladédio (Figura 05 C) foram observadas algumas variacdes pontuais como
concentracdo de espinhos no apice (Figura 05 D) e espinhos mais desenvolvidos (Figura
05 E e F), no entanto ndo houve correlagdo entre essas caracteristicas e 0s tratamentos
aplicados, inclusive porque foram encontrados diferentes padrées dentro do mesmo

tratamento (Figura 05 G).
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DISCUSSAO

1.  Criopreservacéo de brotos

As técnicas mais recentes de criopreservagdo sdo baseadas na vitrificacdo, a qual
envolve desidratacdo dos tecidos para um teor de umidade em que ndo exista mais dgua
disponivel para a cristalizacdo (Santos, 2000). Neste caso, a desidratacdo celular é
realizada antes do congelamento por meio da exposi¢do das amostras a crioprotetores
e/ou dessecacdo do ar (Engelmann, 2010). Os crioprotetores comumente utilizados, em
uma solugdo altamente concentrada, incluem o dimetilsulfoxido (DMSQO), etilenoglicol,
metanol, glicerol e propilenoglicol (Santos, 2000; Benson, 2008). No entanto, visto que
elevadas concentracGes destes aditivos podem causar estresse fisico e quimico aos
materiais bioldgicos (Benson, 2008), uma alternativa seria a utilizacdo de acUcares,
como sacarose, trealose e glicose, porque sdo excelentes agentes vitrificadores e, além
disso, ndo apresentam toxicidade para as células vegetais, mesmo quando se acumulam

em grande guantidade no citoplasma (Santos, 2000).

O insucesso da metodologia aplicada para a criopreservacdo dos brotos de
Discocactus zehntneri subsp boomianus pode estar relacionado a citotoxidade dos
crioprotetores (Benson, 2008; Ray e Bhattacharya, 2008) ou a formacdo de cristais de
gelo intracelular, que pode ter resultado no colapso do sistema de endomembranas
(Santos et al. 2000;Kaviani et al. 2009) e, consequentemente, na morte dos tecidos apds

a exposicéo a temperaturas ultrabaixas do nitrogénio liquido (Figura 01 B).

Segundo Antony et al. (2010) a duracdo na solucdo de PVS2 é um dos fatores
que mais influenciam a recuperacdo poOs-descongelamento dos explantes

criopreservados. Assim, a formacéo dos cristais de gelo pode estar associado ao tempo
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limitado de exposigdo dos tecidos a solugédo de vitrificacdo. Neste trabalho as amostras
permaneceram apenas durante 10 minutos em contato com a solucdo de PVS2 e na
literatura ha registro de trabalhos que utilizam escala de horas (Vendrame et al. 2007)
ou que relacionam o sucesso na regeneracdo ao maior o tempo de exposi¢do ao PVS2
(Santos et al. 2015). O tamanho do explante utilizado também pode justificar a morte
dos brotos. Quando analisado o tamanho dos segmentos nodais de Rauvolfia serpentina,
0s maiores explantes, 0,47 — 0,59 cm, na sua maioria ndo conseguiram se recuperar apos
0 armazenamento (Ray e Bhattacharya, 2008). Segundo os autores, explantes maiores
podem apresentar uma penetracdo incompleta da solugéo de vitrificagdo que conduzem
a vitrificagdo abaixo do ideal das camadas celulares internas. De modo geral, estruturas
de tamanho reduzido s&o mais apropriadas para 0 congelamento, uma vez que a
desidratacdo e congelamento ocorrem de forma mais rapida e uniforme em estruturas
menores (Santos, 2000). No entanto, para hibridos de Dendrobium protocormos
maiores, de 3-4mm, apresentaram maior viabilidade que os de tamanho reduzido, de 1-
2mm (Antony et al. 2010). Os explantes menores também apresentam a desvantagem de
sofrerem mais injurias mecénicas (Antony et al. 2010) provavelmente serem mais
sensiveis e, conseqientemente, incapazes de lidar com o estresse (Ray e Bhattacharya,
2008). Isso demonstra que o tamanho ideal depende do tipo de explante e, sobretudo,
da espécie analisada. Além disso, a recristalizacdo, durante a etapa de
descongelamento, pode ter sido outro fator que inviabilizou o protocolo aplicado. Neste
caso, a formacdo do gelo pode ocorrer tanto pelo congelamento da agua liberada da
desvitrificacdo quanto pelo crescimento de cristais de gelo diminutos que possam ter se
formado durante o congelamento e que retomaram o crescimento apds o aumento da

temperatura (Santos, 2000).
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Apesar de metodologias similares terem se mostrado eficientes para
manutencdo da sobrevivéncia de outras espécies de plantas apds o congelamento (Ray e
Bhattacharya, 2008; Santos et al. 2015) a estrutura peculiar os tecidos dos
representantes desta familia, que apresentam grandes proporcGes de parénguima

aquifero (Dettke e Milaneze-Gutierre, 2008) parece exigir protocolos mais especificos.

2.  Conservacdo de sementes em nitrogénio liquido e ultrafreezer

A reducdo do teor de umidade e de temperatura sdo fatores que interferem
significativamente na longevidade durante o armazenamento das sementes (Ferreira e
Borghetti, 2004). De acordo com o0s resultados obtidos neste trabalho, tanto a
criopreservacao (-196°C) quanto o armazenamento em ultrafreezer (-80° C) mantiveram
a qualidade fisiologica das sementes durante 360 e 180 dias, respectivamente, ndo sendo
necessario nenhum tratamento de desidratacdo adicional ou crioprotecdo (Figura 02,
Tabela 04). Isso demonstra que sementes dessa espécie podem ser conservadas com a
umidade inicial logo ap6s a coleta. A manutencdo da viabilidade ap6s o armazenamento
em nitrogénio liquido por 30 ou até 120 dias corrobora os resultados obtidos por Marchi
et al. (2013) e Veiga-Barbosa et al . (2010) para esta espécie e pode ser atribuido ao fato
de serem classificadas como sementes ortodoxas quanto ao comportamento em relacéo
ao armazenamento (Marchi et al. 2013). Similarmente algumas espécies de cactaceas
como Pilosocereus pachycladus (Barbara et al. 2015), P. robinni (Salazar et al. 2013) e
Micranthocereus flaviflorus (Civatti et al. 2015 b), além de outras espécies de plantas
(Silva et al. 2014; Jaganathan et al. 2015; Ferrari et al. 2016) também foram
classificadas como ortodoxas e mantiveram sua viabilidade ap6s o congelamento

convencional (-20°C), em ultrafreezer (-80°C) e/ou em nitrogénio liquido (-196°C).
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As sementes ortodoxas sdo altamente tolerantes a baixas temperaturas
(Engelman, 1991; Walters et al. 2013; Silva et al. 2014) e ao eventual descongelamento
ocasionado pelo armazenamento em temperaturas ultrabaixas (Silva et al. 2014). As
sementes ortodoxas durante o seu desenvolvimento sofrem uma acentuada desidratagéo
e adquirem tolerancia ao dessecamento na fase de maturacdo (Song-Quan et al. 2003;
Kerbauy, 2004). A tolerancia a dessecacdo pode ser atribuida a diversos processos ou
mecanismos como caracteristicas fisicas intracelulares (reducéo no grau de vacuolagéo,
quantidade e natureza das reservas insollveis acumuladas, conformacdo do DNA,
cromatina e arquitetura nuclear, dentre outras), sistemas antioxidantes, acimulo de
proteinas LEA, sacarose e oligossacarideos, moléculas anfipaticas, camada periférica de
oleosina em torno corpos lipidicos e a presencga e o funcionamento de mecanismos de
reparo durante a reidratacdo (Pammenter e Berjak, 1999). Segundo Engelmann (2011;
2004) alguns materiais tais como sementes ortodoxas e gemas dormentes exibem um
processo de desidratacdo natural e podem ser criopreservados sem nenhum tratamento
prévio. A importancia da dessecacdo em algumas espécies foi evidenciada pela perda
da qualidade fisiol6gica apds o armazenamento em baixas temperaturas em condi¢oes
de elevado teor de agua (Jaganathan et al. 2015; Michalak et al. 2015). A perda do
potencial germinativo em tais condi¢fes pode ser atribuida as oscilagbes nos teores de
umidade que segundo alguns autores podem favorecer a colonizacdo de fungos e,
consequentemente, contribuir para deterioracdo das sementes (Fonseca et al. 2012).

A reducdo da temperatura seja através da criopreservacdo ou do congelamento
tradicional tem sido uma metodologia eficiente para conservacgdo de sementes de outras
espécies de cactos com potencial ornamental ou ameagado em maior ou menor grau. O
nitrogénio liquido ndo reduziu a qualidade fisioldgica de sementes de espécies como

Cereus jamacaru, Melocactus concinnus, M. paucispinus, (Veiga-Barbosa et al. 2010),
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Pilosocereus gounelli (Veiga-Barbosa et al. 2010; Marchi et al. 2013), Stephanocereus
luetzelburgii (Marchi et al. 2013) e Micranthocereus flaviflorus (Veiga-Barbosa et al.
2010; Civatti et al. 2015 b). No entanto, Melocactus albicephalus (Veiga-Barbosa et al.
2010), Micranthocereus polyanthus e Melocactus conoideus (Civatti et al. 2015 b)
apresentaram uma queda no percentual germinativo apds o armazenamento que pode ser
atribuida a uma possivel dorméncia secundaria derivada da imersdo em nitrogénio
liquido (Civatti et al. 2015 b).

Até 0 momento ndo hé estudos com rela¢do ao armazenamento em ultrafreezer
(-80°C) para sementes de cactos, no entanto o congelamento convencional (-20°C)
mostrou-se eficiente para o0 armazenamento de Micranthocereus polyanthus,
Melocactus conoideus (Civatti et al. 2015 a) e Pilososcereus robinii (Salazar et al.
2013). Além disso, a reducdo da temperatura para 10°C em P. gounellei (Abud et al.
2012) e 7+2°C para P. pachycladus e P. tuberculatus (Nascimento et al. 2015) foram
eficientes para manutencdo da qualidade fisioldgica das sementes em relacdo ao
controle. Ainda que a redugdo na temperatura ndo paralise 0 metabolismo vegetal,
segundo Abud et al. (2012) esse ambiente possibilita o controle da temperatura e da
umidade relativa do ar, reduzindo dessa forma a deterioracdo dos compostos de reserva
e, consequentemente, essa pode ser outra alternativa viavel para a conservacdo de
diversas espécies.

A perda da viabilidade dos embrides apds a conservacdo pode ser atribuida a
incidéncia de injuria nos tecidos das sementes causada pela exposicdo a temperatura
extrema (Silva et al. 2011) bem como ao lote utilizado para a montagem do
experimento. Segundo Kerbauy (2004) durante a fase de desenvolvimento da semente,
diversos fatores, como agua, luz, temperatura e o estado nutricional, podem influenciar

na germinagéo da semente madura.
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A baixa germinacdo inicial de D. zehntneri associada ao aumento da
germinabilidade apds o armazenamento em nitrogénio liquido (Figura 02) sugere que
essa espécie pode apresentar dorméncia primaria do tipo fisica. As condi¢cdes de
armazenamento sob baixas temperaturas em sementes com teor de 4gua reduzido podem
promover a superagdo de dorméncia (Padua et al. 2011). Segundo Veiga-Barbosa et al.
(2010) e Marchi et al. (2013) esta espécie apresenta algum tipo dorméncia e
temperaturas ultrabaixas podem ter potencializado a sua germinacdo (Marchi et al.
2013). Similarmente, sementes de Helonia bullata apresentaram um percentual de
germinacdo superior ao de sementes ndo congeladas (Perullo et al. 2015). Tweddle et al.
(2003) correlacionam diferentes tipos de dorméncia, como a dorméncia fisica, com
espécies cujas sementes apresentam tolerancia a dessecacdo. A dorméncia fisica pode
ser causada por uma ou mais camadas de células palicadicas impermeaveis na testa da
semente que previne a passagem de agua para o embrido (Baskin et al. 2000; Vivian et
al. 2008) e, somente quando esta barreira é rompida de algum modo, a embebicdo pode
ocorrer e a germinacdo comecar (Tweddle et al. 2003). O congelamento pode ter
causado microfissuras no tegumento das sementes possibilitando assim a quebra da sua
dorméncia fisica. Segundo Pilatti et al. (2011) o nitrogénio liquido e os ciclos de
congelamento/descongelamento atuam como um tratamento de escarifica¢do resultando
em uma maior permeabilidade e/ou alteracdes na fisiologia das sementes que podem
resultar em um maior potencial germinativo em relacdo ao tratamento controle. E
provavel que a escarificagdo provocada pelo nitrogénio liquido tenha sido mais intensa
que a provocada pelo armazenamento em ultrafreezer (-80°C) uma vez que estas
mantiveram os percentuais similares estatisticamente em relacdo ao tratamento controle

(Tabela 04).
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Além do armazenamento em nitrogénio aumentar o percentual de sementes
germinadas, houve um aumento no percentual de germinacdo ao longo do periodo de
armazenamento. De modo similar, espécies do género Turbinicarpus apresentaram altas
porcentagens de germinacdo em sementes envelhecidas em comparacdo com sementes
frescas (Flores et al. 2008). Segundo os autores a dorméncia das sementes pode
justificar a manutencgdo da viabilidade ao longo do tempo e indica o potencial destas
espécies para produzir um banco de sementes no solo.

Apesar do acréscimo ou estabilidade da germinacdo ao longo do periodo de
armazenamento, houve uma reducdo na cinética do processo germinativo em relacdo ao
controle evidenciada tanto pela reducdo do tempo médio de germinacdo (Tabela 03)
quanto pela velocidade média de germinacdo (Tabela 04) para as sementes conservadas
em nitrogénio liquido (-196°C) e ultrafreezer (-80°C), respectivamente. Possivelmente,
a retomada da atividade metabolica das sementes congeladas seja mais lenta em virtude
de terem permanecido com o metabolismo paralisado durante o periodo de tempo no
qual ficaram armazenadas, o que pode ter atrasado a cinética do processo em relacdo ao
controle. Além disso, essa resposta pode indicar que ocorreram mudancas fisiologicas
negativas que pode estar relacionada a uma predisposicdo bioguimica para a
deterioracdo mediada por estresse oxidativo ou, inversamente, por apresentar baixo
status antioxidante (Higa et al. 2011). Esses resultados discordam dos obtidos por
Marchi et al. (2013), cuja cinética do processo germinativo, expressa pelo indice de
velocidade de germinacgdo (IVG), foi acelerada para sementes criopreservadas por 30
dias em relagdo ao controle. Micranthocereus flaviflorus também apresentou um VG
superior para sementes armazenadas por sete dias (Civatti et al. 2015 b). No entanto,
para Pilososcereus pachycladus ndo houve diferencas significativas entre os parametros

cinéticos da germinacdo analisados entre o controle e as sementes criopreservadas por
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até 360 dias (Barbara et al. 2015). O tempo médio de germinagdo de diversas espécies
de cactos armazenadas por periodos de 24 a 30 meses a 7+2°C variou de cinco a sete
dias entre as sementes armazenadas e as recém coletadas e também ndo diferiu
significativamente (Nascimento et al. 2015).

Apo0s a germinacdo as plantas permaneceram sendo avaliadas com relagdo as
caracteristicas morfoldgicas e até o momento ndo foram observadas diferencas entre
aquelas derivadas do armazenamento e o grupo controle (Figura 01 C e D). Esses
resultados corroboram os obtidos para outras espécies (Higa et al. 2011; Cejas et al.
2012; 2013; Vineesh et al. 2015; Ferrari et al. 2016) inclusive de cactaceas nativas
(Veiga-Barbosa et al. 2010; Marchi et al. 2013; Barbara et al. 2015; Civatti et al. 2015
b). No entanto, periodos prolongados de exposicdo ao nitrogénio liquido pode ter
reduzido o tamanho das plantas de pinhdo manso em relacdo as derivadas de sementes
ndo criopreservadas e induzido a producdo de folhas anormais, frequentemente
apresentando calos (Silva et al. 2011b). Os autores atribuiram a reducéo na altura das
plantas a reducdo do metabolismo causado pela exposicdo dos materiais vegetais a
temperatura subzero. Segundo Chetverikova (2011) alteracGes relacionadas a estrutura e
regulacdo de DNA podem justificar as mudancas morfologicas obtidas apos a
criopreservacdo. No entanto, a utilizacdo de marcadores SSR (Simple Sequence
Repeats) demonstrou que a similaridade morfoldgica pode ser assegurada pela

inexisténcia de mudancas estruturais no genoma (Cejas et al. 2013).

3. Crescimento minimo

O crescimento in vitro de D. zehntneri foi influenciado significativamente
pelos agentes osmoticos adicionados ao meio nutritivo e ndo houve reducdo na

sobrevivéncia das plantas apds 365 dias de cultivo. Similarmente, apos 12 meses de
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cultivo 16 espécies e subespécies do género Turbiniarpus apresentaram 100% de
sobrevivéncia em condi¢des de crescimento minimo estimulado pelos agentes
osmaticos manitol, sorbitol ou baixas temperaturas (Perez-Molphe-Balch et al. 2012).

De modo geral, 0 aumento na concentragdo de carboidratos do meio inibiu o
desenvolvimento da parte aérea e sistema radicular das plantas cultivadas in vitro
(Figura 06 e Tabela 05). Esses dados corroboram os obtidos para Opuntia laginera onde
o0 alongamento dos brotos foi diretamente afetado pela concentragdo de sacarose.
Segundo os autores, concentracdes acima de 75 g L™ de sacarose, resultaram tanto em
um menor comprimento quanto no menor peso fresco de brotos (Estrada-Luna et al.
2006). Por outro lado, para O. amyclaea a concentragdo 6tima para o crescimento in
vitro foi de 50 g L™ de sacarose e concentraces superiores a essa resultaram em um
menor nimero de brotos e massa seca (Escobar et al. 1986). Quando analisado o
crescimento in vitro utilizando os agentes osméticos manitol e sorbitol ou reducdo na
temperatura para 4°C, 12 de 16 espécies e subespécies de Turbinicarpus apresentaram
reducdo no crescimento in vitro e, para uma delas, T. schmiedickeanus subsp. schwarzii,
somente 0 manitol foi efetivo na inibigdo do crescimento (Perez-Molphe-Balch et al.
2012). Para Mammillaria gracilis diferentes concentracdes de manitol também
resultaram na diminuig&o do crescimento de tumores e calos (Balen et al. 2013).

O aumento na concentracdo de carboidratos no meio tem favorecido
crescimento minimo de outras espécies. Para Comanthera mucugensis 0 aumento nas
concentragfes de sacarose assim como a combinacdo de sacarose e manitol também
reduziram o comprimento da parte aérea a medida que houve aumento na concentragdo
total de carboidratos no meio (Lima-Brito et al. 2011). Para a cana de aglcar o
tratamento com 20 g L™ de sacarose resultou na manutencdo da viabilidade dos

explantes em crescimento lento por mais tempo (Lemos et al. 2002). Neste caso,
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concentragfes mais elevadas bem como a associacdo entre este aglcar e o manitol
resultou na reducgdo da viabilidade das plantas. Para a bromélia Vriesia inlata o nimero
de raizes, folhas e comprimento da raiz diminuem linearmente com o aumento de
sacarose no meio (Freitas et al. 2015).

Em alguns casos apenas o acucar alcool é suficiente para reduzir o
crescimento in vitro de plantas e garantir a viabilidade do material apdés o
armazenamento. Para Pfaffia tuberosa, os melhores resultados foram obtidos com 10 g
L™ de sorbitol (Flores et al. 2013) e para a mangabeira 10 ou 20 g L™ deste mesmo
agente osmético foi mais eficiente (Santos et al. 2011). O comprimento de brotos da
orquidea Vanilla planifolia foi significativamente reduzido a medida que houve o
aumento da concentracdo de manitol de 10 para 30 g L™ de 5,3 cm para 0,26 cm,
respectivamente (Bello-Bello et al. 2015). No entanto, estes trabalhos relatam que
concentracdes elevadas de sorbitol (Santos et al. 2011; Flores et al. 2013) ou manitol
(Bello-Bello et al. 2015) causaram toxicidade nas plantas e reduziram a sua viabilidade.

Os carboidratos adicionados ao meio nutritivo afetam significativamente o
crescimento e as respostas fisioldgicas das plantas in vitro, atuando tanto como fonte de
energia e de carbono quanto como regulador osmotico do meio de cultura (Flores et al.
2008). O manitol, assim como o sorbitol, é um acucar-alcool utilizado frequentemente
para reduzir o potencial hidrico do meio de cultura (George et al. 2008). Segundo
Steinitz, (1999) eles comumente penetram nas células, se acumulam e podem ser
translocados para ser metabolizado em vérios graus. A absor¢do do manitol ja foi
relatada para varias espécies cultivadas in vitro como Daucus carota, Nicotiana
tabacum, Pinus radiata (Thompson, 1986), Solanum tuberosum, Brassica napus e
Triticum aestivum (Lipavska e Vreugdenhil, 1996). O metabolismo do manitol ocorre

através da via das hexoses (Thompson, 1986) onde é possivel a sua utilizacdo como
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substrato respiratério (Trip et al. 1964). Além de serem metabolizados em graus
variados em culturas heterotréficas, segundo George et al. (2008) o agucar-alcool tém a
funcdo de estimular respostas fisioldgicas especificas, por aparentemente atuar como
sinais quimicos.

A resposta da varidvel massa seca da parte aérea (MSPA) ndo seguiu uma
tendéncia de linearidade entre os tratamentos a medida que havia a reducdo do potencial
hidrico do meio, como as demais variaveis analisadas (Tabela 05). A massa seca no
tratamento com maior concentracdo de manitol (Tabela 05) foi similar ao controle e aos
tratamentos com menor concentracao de solutos. Embora nédo se tenha realizado estudos
mais aprofundados, 0 aumento na incorporagdo de carbono associado ao aumento na
concentracdo de manitol sugere que este aglcar-alcool para essa espécie ndo atue apenas
como osmorregulador, mas também seja metabolizavel a concentragdes acima de 40 g
L. Similarmente, em Turbinicarpus pseudomacrochele subsp. lausseri o crescimento
de brotos em meios suplementados com sorbitol foi maior que o controle (Perez-
Molphe-Balch et al. 2012). No entanto, a capacidade em metabolizar aglcar-alcool
parece ser espécie-dependente. Nadel et al. (1989) assegurou que em culturas Apium
graveolens o manitol ndo pode fornecer energia suficiente para crescimento continuo e
divisdo celular e a sacarose deve ser utilizada para fornecer energia necessaria ao
desenvolvimento in vitro.

A reducdo do crescimento vegetativo, em particular do crescimento de brotos
é um efeito fisioldgico relacionado ao estresse hidrico (Mahajan e Tuteja, 2005) e pode
estar relacionado a reducdo na atividade da CDK2 (quinases dependentes de ciclina) que
determina o progresso no inicio da mitose em células eucariotas (Schuppler et al. 1998).

As plantas podem resistir ao estresse osmotico por um processo conhecido

como 0 ajuste osmotico, onde um grande nudmero de compostos sdo sintetizados e
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desempenham um papel fundamental na manutencdo do equilibrio osmético e na
protecdo de membranas e macromoléculas (Mahajan e Tuteja, 2005). Segundo o0s
autores, a prolina, glutamato, glicina, betaina, carnitina, os frutanos, a trealose,
oligossacidos e fons inorganicos, como K, sdo alguns desses compostos. Em tumores
do cacto Mammillaria gracilis submetidos a diferentes concentra¢cdes de manitol foi
observado o acumulo de prolina (Balen et al. 2013), 0 que evidencia que esse composto
pode estar associado a manutencdo do equilibrio osmotico para representantes da
familia. Além disso, 0 sucesso na sobrevivéncia e manutencdo em meios nutritivos com
déficit hidrico durante 365 dias pode ser justificado pelo fato de cactos, assim como
outras plantas que apresentam o metabolismo &cido das crassuldceas (CAM),
apresentarem alta eficiéncia no uso da agua e tolerancia a seca (Balen et al. 2013).
Quando o objetivo da conservacao na cultura de tecidos é manter um genotipo
especifico, obviamente qualquer sistema que induz mutages € inaceitavel (Sarkar et al.
2001). Neste trabalho as alteracGes morfoldgicas observadas, sobretudo relacionadas ao
padrdo de coloragdo (Figura 05 C-G), podem ser atribuidas ao estresse hidrico aos quais
as culturas foram submetidas. Segundo Resende (2010) coloragdo vermelha de alguns
apices e brotos de M. glaucescens e M. paucispinus em altas concentracfes de sacarose,
podem estar relacionada ao déficit hidrico, que pode ter estimulado a producdo de
betalainas. Betalainas sdo alcaldides nitrogenados caracteristicos de dez familias da
ordem Caryophyllales cuja sintese ocorre apds periodos de estresse exdgeno, como frio,
seca extrema, alta salinidade e restrita disponibilidade de nutrientes (Stintzing et al.
2001). O que reforca essa hipdtese é o fato de individuos jovens de cactos que ainda
ndo possuem morfologia para evitar a perda de agua, como a presenga de espinhos,
também apresentarem coloracdo avermelhada (Resende, 2010). Similarmente, durante o

armazenamento de Lilium davidii e L. longiflorum sob diferentes concentra¢ées do meio
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MS ou concentragdes de sacarose e ABA, algumas plantas in vitro apresentaram
alteracbes morfoldgicas, como coloragdo roxa, que também foi atribuido a alteracdes
fisiologicas produzidas sob condigdes de estresse (Yun-Peng et al. 2012).

Os diferentes padrdes de desenvolvimento de espinhos observados em D.
zehntneri foram similares aos relatados para Melocactus glaucescens e M. paucispinus.
Nos Melocactus essa caracteristica esteve associada a meios com elevadas
concentragOes de sacarose e pode estar relacionado a reducdo do potencial hidrico do
meio, o0 que levou as plantas a desenvolverem mecanismos para evitar a perda de agua
(Resende 2010).

As alteragbes morfoldgicas derivadas do estresse osmotico durante o
crescimento minimo podem ser atribuidas & hipermetilacdo do DNA (Harding, 1994). A
metilacdo do DNA é um dos mecanismos que estdo envolvidos no controle epigenético
durante a expressao génica (Valledor et al. 2007). O estado de metilagdo pode ser
herdado pelos clones (Harding, 1994; Valledor et al. 2007) e alterar os fendtipos
expressos nas geracdes seguintes (Harding, 1994). No entanto, o significado bioldgico
desta resposta pode ser a conservagédo dos recursos celulares durante condigdes de baixa
atividade metabdlica (Harding, 1994).

Durante a manutencdo das plantas in vitro, algumas desvantagens estdo
associadas a necessidade de frequentes subculturas, tais como a possibilidade de erros
de identificacdo e contaminagcdo com microorganismos (Santos, 2000). Para o
crescimento minimo das espécies Lilium daviddi e L. longiflorum os autores sugerem a
substituicdo do meio nutritivo a cada trés meses por conta do consumo (Yun-Peng et al.
2012). Desta forma, a busca de um protocolo eficiente deve assegurar o cultivo sem
subcultura por um maior periodo de tempo dos materiais bioldgicos. D. zehntneri foi

mantido durante um ano sem subcultura e sem reducdo da sobrevivéncia o que enfatiza
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a eficiéncia dos tratamentos aplicados. No entanto, a reducéo do crescimento in vitro e a
manutencdo de altas taxas de sobrevivéncia ndo devem ser 0s Unicos parametros para
avaliar a eficiéncia de protocolos para conservagdo in vitro. E interessante avaliar
também a capacidade de regeneracdo das plantas ap6s o0 armazenamento. Algumas
espécies de cactos j& demonstraram reducdo na brotacdo lateral apOs terem sido
submetidas a baixas temperaturas e/ou diferentes agentes osmoticos (Perez-Molphe-

Balch et al. 2012).

CONCLUSAO

Este é o primeiro trabalho que explora diferentes técnicas de conservacdo ex
vitro para Discocactus zehntneri subsp boomianus e aborda diferentes metodologias que
variam como relacdo ao tempo de armazenamento, investimento e tipo de material
bioldgico a ser conservado. O protocolo de vitrificacdo aplicado para a conservacdo de
brotos nédo foi eficiente para manutencéo da integridade dos tecidos apds a exposicdo ao
nitrogénio liquido (-196°C). No entanto, a manutencdo da qualidade fisioldgica tanto
para sementes armazenadas em nitrogénio liquido (-196°C) quanto em ultrafreezer (-
80°C) asseguram que a conservacao ex situ de sementes de D. zehntneri pode ser uma
alternativa para conservacdo dos recursos genéticos dessa espécie. Os agentes
osmaticos sacarose e manitol foram eficientes em inibir o crescimento in vitro da
espécie por um ano sem perda na viabilidade. Todas as variaveis analisadas, exceto a
massa seca da parte aérea, apresentaram uma reducdo significativa em relacdo ao
tratamento controle. No entanto, o estresse hidrico ao qual foram submetidas pode ter
contribuido para o aparecimento de alteragdes morfolégicas como mudangas na

coloracgéo dos espinhos e cladddios.
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CAPITULO 03

MULTIPLICACAO in vitro E ESTABILIDADE GENETICA DE Stephanocereus
luetzelburgii, ESPECIE ENDEMICA DA BAHIA E COM POTENCIAL

ORNAMENTAL



101

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi estabelecer um protocolo para a multiplicacéo in vitro bem
como analisar o efeito de ciclos de multiplicacio na manutencdo do potencial
morfogenético e da estabilidade fenotipica e genotipica de mudas propagadas in vitro de
Stephanocereus luetzelburgii. Para tanto, segmentos longitudinais do cladodio de
plantas estabelecidas in vitro foram cultivados em meio Murashige e Skoog (1962)
suplementado com diferentes concentraces de acido naftalenoacetico (ANA: 0,00;
2,68; 5,37 uUM) e cinetina (KIN: 0,00; 11,61; 23,23; 34,84; 46,47 uM) isoladas ou
combinadas entre si. Além disso, foi realizada anélise histoldgica a fim de averiguar as
desordens morfoldgicas associadas a brotos hiperidricos. Uma vez estabelecido o
melhor tratamento para multiplicacdo in vitro, as plantas foram submetidas a ciclos de
multiplicacdo por quatro geracfes sucessivas. Brotos e suas respectivas plantas méae
foram avaliados quanto a estabilidade genética por meio de marcadores ISSR (Inter
Simple Sequence Repeat). Nao houve interacdo significativa entre os reguladores
analisados e nenhuma combinacédo entre os reguladores excedeu o controle na inducgédo
de brotos laterais da espécie. Por outro lado, houve interacdo significativa entre os
reguladores e a hiperidricidade. Elevadas concentracdes de citocinina associadas as
concentracdes de auxina testadas aumentaram significativamente a freqliéncia de brotos
hiperidricos. Brotos normais apresentaram 100% de sobrevivéncia ap06s a aclimatizacao
enquanto brotos hiperidricos apresentaram dessecacao em condicdes de baixa umidade e
ndo sobreviveram apds a transferéncia para condicéo ex vitro. A multiplicacéo de cinco
genotipos da espécie ao longo de quatro geragdes de cultivo in vitro manteve o potencial
regenerativo e foi influenciada pelo gendtipo. A analise da estabilidade genética via
marcadores ISSR demonstrou que os brotos derivados da quarta geragdo de cultivo

apresentavam elevado percentual de similaridade em relagdo as plantas mae.
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ABSTRACT

The aim of this study was to establish a protocol for the in vitro multiplication and
analyze the effect of multiplication cycles in maintaining morphogenetic potential and
phenotypic and genotypic stability of plants propagated in vitro Stephanocereus
luetzelburgii. Longitudinal segments of the plant cladodes established in vitro were
cultured on Murashige and Skoog (1962) medium supplemented with different
concentrations of naphthaleneacetic acid (NAA 0.00; 2.68; 5.37 uM) and kinetin (KIN:
0.00; 11.61; 23.23; 34.84; 46.47 uM) isolated or in combination. In addition, histologic
analysis was performed to determine the morphological disorders associated with
hiperidricos shoots. Once established the best treatment for in vitro propagation, the
plants were transplanted for four successive generations. Shoots and their mother plants
were evaluated for genetic stability through ISSR markers. There was no significant
interaction between regulators analyzed and any combination of regulators exceeded the
control in the induction of side shoots in the species. Moreover, there was a significant
interaction between regulators and vitrification. High cytokinin concentrations
associated with auxin concentrations tested significantly increased the frequency of
hiperidricos shoots. Normal shoots showed 100% survival after acclimatization while
hiperidricos shoots showed desiccation in low humidity conditions and did not survive
after transfer. The multiplication of five genotypes of the species over four generations
in vitro culture and maintained the regenerative potential was specific genotype. The
analysis of genetic stability via ISSR showed that the derived shoots of the fourth

generation cultivation had a high percentage of similarity in relation to the mother plant.

KEYWORDS: acclimatization; molecular markers; somaclonal variation; tissue

culture; vitrification.
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INTRODUCAO

A micropropagacdo é a aplicagdo mais pratica da cultura de tecidos vegetais
(Grattapaglia e Machado, 1998) e pode ser utilizada como estratégia para superar as
dificuldades associadas a propagacdo de muitas espécies de cactos que apresentam
sementes dormentes ou baixas taxas de germinagdo, auto-esterilidade, crescimento
lento, ou ainda que necessitam de muitos anos para amadurecer (Clayton et al. 1990;
Elias et al. 2014). Desta forma, a propagacao artificial apresenta um elevado potencial
para a producdo comercial de culturas econdmicas (Sharma et al. 2011) e contribui para
reduzir as pressdes externas nas populacdes selvagens de espécies raras e ameacgadas de
extincdo (Malda et al. 1999). Os protocolos aplicados com fins comerciais devem
atender a trés requisitos: uniformidade do material multiplicado, relacdo custo-beneficio
em comparacdo com o0s métodos tradicionais e a falta de mutagdes substanciais ou

alteracOes epigenéticas permanentes (Lema-Ruminska e Kalus, 2014).

A estabilidade genética é importante durante a propagacdo in vitro (Fan et al.
2013) uma vez que assegura a uniformidade das culturas e garante a manutengdo de
caracteristicas morfoldgicas desejaveis, sobretudo para espécies com potencial
ornamental. No entanto, a cultura de tecidos vegetais € mutagénica e causa variacdes
genéticas e epigenéticas (Khattab et al. 2014). A variagdo somaclonal pode ser definida
como a variagao encontrada em plantas derivadas da cultura de tecidos vegetais (Larkin
e Scowcroft, 1981). Fatores como o metodo usado para propagacdo, tipo de tecido ou
material vegetal inicial, tipo e a concentracdo de reguladores vegetais e efeito do
estresse e genotipo, podem contribuir para a origem desta variacdo (Bairu et al. 2011).
Além disso, 0 nimero e a duracdo de subculturas também podem ter efeitos

indesejaveis quando o objetivo é a estabilidade do material propagado. Segundo
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Sahijram et al. (2003) a frequéncia da variacdo € elevada & medida que o nimero de
ciclos de multiplicacdo aumentam. Alguns estudos tém demonstrado que a variagédo
somaclonal aparece ap0s a quinta subcultura numa freqiiéncia de 1,3% e aumenta para
3,8% depois do décimo primeiro subcultivo (Rodrigues et al. 1998). A inexisténcia de
um padrdo com rela¢do ao numero de subculturas que cada espécie pode ser submetida
sem comprometer a sua estabilidade genotipica sugere um possivel efeito do genotipo

na aquisicéao de variagdo somaclonal ao longo dos subcultivos (Bairu et al. 2011).

Especialmente no caso de plantas comerciais, € necessario estabelecer um
sistema de micropropagacdo que produza plantas geneticamente iguais e estaveis
(Khattab et al. 2014). Assim, faz-se necessario uma avaliacdo das plantas
micropropagadas e de o seu estado clonal para conservar 0s recursos genéticos vegetais
das espécies (Sharma et al. 2011). Neste contexto, a utilizacdo de marcadores
morfoldgicos ou de isoenzimas apresenta algumas limitacdes como o numero limitado,
a baixa herdabilidade e a expressdo tardia de caracteres fenotipicos (Sharma et al.
2011). Assim, ferramentas moleculares parecem ser mais confiaveis para a avaliacao de

variagOes provenientes do cultivo in vitro (Leroy et al. 2001).

Marcadores moleculares tém sido utilizados como detector de variacéo
somaclonal nas culturas (Larkin e Scowcroft 1981; Sahijram et al. 2003) inclusive para
algumas espécies de cactaceas (Resende et al. 2010; Fan et al. 2013; Hua et al. 2014;
Khattab et al 2014; Silva, 2014). O Inter Simple Sequence Repeats (ISSR) sdo
segmentos de DNA que sdo flanqueados em ambas as extremidades por sequéncias
microssatélites (SSRs) (Ng e Tan, 2015). Segundo Reddy et al. (2002) o ISSR combina
a maioria das vantagens do polimorfismo do comprimento do fragmento amplificado

(AFLP) a universalidade do DNA polimérfico amplificado ao acaso (RAPD). Algumas
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vantagens associadas a utilizacdo deste marcador estdo no fato de serem reproduziveis,
simples, rapidos e necessitarem de uma pequena quantidade de DNA (Reddy et al.
2002; Bhatia et al. 2011; Ng e Tan, 2015). Aléem disso, ndo € necessaria informacgéo
prévia sobre a seqtiéncia de DNA, os polimorfismos sdo produzidos em grande nimero
(Leroy et al. 2001; Ng e Tan, 2015) e sdo eficientes em distinguir gendtipos
estreitamente relacionados (Reddy et al. 2002). Consequentemente, esse marcador tem
sido frequentemente utilizado para a andlise da fidelidade genética de plantas
regeneradas in vitro (Khattab et al. 2014; Silva, 2014; Fan et al. 2013; Bhatia et al.

2009).

Além da estabilidade genética a manutencdo do potencial morfogenético das
culturas é outro fator que pode limitar a eficiéncia de um sistema de propagacéo
artificial. A perda do potencial morfogenético a medida que o nimero de subculturas
aumentam é comum (Chaturvedi e Jain, 1994) e causa desvantagem na utilizacdo da
cultura de tecidos para a producdo in vitro de plantas (Rubluo et al. 2002). Até o
momento um Unico trabalho avaliou a manutencdo do potencial morfogenético de
cactos ao longo do tempo (Rublo et al. 2002) o que evidencia a necessidade de estudos

neste aspecto.

Stephanocereus luetzelburgii € uma espécie de cacto endémica da Bahia,
solitario, muitas vezes ndo ereto, mas + inclinado para o oeste, inconfundivel com seu
caule em forma de garrafa (Taylor e Zappi, 2004) e que apresenta potencial ornamental.
Estudos com relagdo a propagacéo desta espécie se restringem apenas a criopreservacao

de sementes (Marchi et al. 2013).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi estabelecer um protocolo para a

multiplicagdo in vitro bem como analisar o efeito de ciclos de multiplicagédo na
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manutencdo do potencial morfogenético e da estabilidade fenotipica e genotipica de

mudas propagadas in vitro de Stephanocereus luetzelburgii.

MATERIAL E METODOS

Multiplicacéo in vitro

Para inducdo da multiplicacdo in vitro de Stephanocereus luetzelburgii foram
utilizadas plantas oriundas da colecdo in vitro desta espécie localizada no Laboratdrio
de Cultura de Tecidos Vegetais da Universidade Federal da Bahia (LCTV — UFBA). As
plantas foram estabelecidas in vitro através da germinacdo de sementes e cultivadas em
meio MS (Murashigue e Skoog, 1962) com metade das concentracdes salinas (MS/2),
suplementado com 15 g L' de sacarose e 6,5 g L* de agar. Ap6s a remocéo do apice das
plantas, segmentos longitudinais do cladédio, com aproximadamente 5-6 mm de
comprimento, foram inoculados em tubos de ensaio contendo 15 mL de meio MS
suplementado com diferentes concentracbes de acido naftalenoacetico (ANA: 0,00;
2,68; 5,37 uUM) e cinetina (KIN: 0,00; 11,61; 23,23; 34,84; 46,47 uM) isoladas ou
combinadas entre si. Os meios nutritivos foram suplementados com 30 g L* de sacarose
e gelificados com 6,5 g L* de agar e, depois de ajustado o pH para 5,6 - 5,8, foram
autoclavados por 15 minutos a 121°C. Foi utilizado um delineamento inteiramente
casualizado em arranjo fatorial 5 x 3 (concentragfes de cinetina x concentragdes de
ANA) com cinco repeticdes de seis plantas cada. Ao final de trés meses de cultivo in
vitro foram analisadas as variaveis numero de brotos/explante e percentual de brotos

hiperidricos (%).

Uma vez estabelecido o melhor tratamento para multiplicacdo (meio MS isento

de regulador vegetal) os brotos e suas respectivas plantas mée foram selecionados e foi
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dado inicio a um ciclo multiplicagdo que consistiu em propagar todos os brotos obtidos
a cada geracdo, levando-se em consideracdo a planta mée inicial. Para tanto, o 4pice de
cada broto foi mantido em um meio nutritivo para regeneracdo (Resende, 2010) e a
regido basal foi utilizada para a multiplicacdo propriamente dita. Foram selecionadas
cinco plantas (P1, P2, P3, P4 e P5) derivadas do experimento de multiplicacdo. O
primeiro experimento de multiplicagdo durou 90 dias e os demais 120 dias. Por conta do
tempo de cultivo inferior, os brotos da F1 apresentaram um tamanho reduzido e
passaram por uma fase de alongamento, cuja duracdo foi de 30 dias. Ao final de cada

ciclo de multiplicacdo o nimero de brotos/explante foi contabilizado.

Condig0es de cultura
As unidades experimentais foram mantidas em sala de crescimento a 25 + 3°C

sob luz branca fluorescente (60 pmol m™ s™) e 16h de fotoperiodo.

Analise estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro Wilk e foram
analisados por meio do Modelo Linear Generalizado (GLM). Quando verificado efeito
significativo (p<0,05), as médias foram comparadas pelo teste Tukey, a 5%. As analises

foram realizadas no Programa R (R Core Team, 2013).

Aclimatizacéo

Brotos multiplicados in vitro, normais e hiperidricos, derivados de diferentes
tratamentos, foram utilizados para a aclimatizagdo. Para tanto, os brotos foram retirados
do explante, lavados em agua corrente e semeados em copos plasticos de 50 mL

contendo areia e terra vegetal (1:1). N&o foi realizada a etapa previa de enraizamento
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em virtude de ser desnecessaria para a aclimatizacdo desta espécie (Marchi, 2012). Em
seguida, foram transferidos para casa de vegetacdo onde permaneceram por pelo menos
30 dias. Foram utilizados 20 brotos por tratamento. Ao final deste periodo foi analisado

0 percentual de sobrevivéncia.

Analise histoldgica

Brotos normais e hiperidricos derivados da multiplicagdo in vitro foram
utilizados para analise histolégica. As amostras foram fixadas em FAA7, (formaldeido,
acido acético e etanol 70%, 1:1:18, v/v) (Johansen, 1940) por no minino 24 horas, a fim
de estabilizar os componentes celulares e paralisar tanto 0s processos vitais quanto a
autolise (Kraus e Arduin, 1997). Apds a fixacdo, as amostras foram emblocadas em
resina histologica sintética (Leica historesin). Para tanto, as amostras foram submetidas
a desidratacdo em série etilica crescente (alcool 70, 80, 90 e 100%) por uma hora na
primeira concentracdo e duas horas nas seguintes; pré-infiltracdo em alcool 100% e
resina pura (1:1) por duas horas e posterior infiltracdo em resina ativada por no minimo
24 horas em ambiente refrigerado. Todas as etapas seguiram as instrucdes do fabricante.
Para a obtencdo dos cortes histoldgicos, as amostras foram montadas em histomoldes de
polietileno 6x9mm contendo resina de inclusdo (resina ativada + endurecedor) e,
imediatamente levadas a estufa a 50 °C para endurecimento. As amostras incluidas em
resina foram seccionadas em micr6tomo rotativo (Thermo scientific — HM 325)
obtendo-se sec¢Oes transversais de 5 um de espessura. Em seguida, as I[&minas foram
coradas com azul de toluidina 0,05% (O’Brien et al. 1965) por 5 minutos e lavadas em
agua corrente. As laminas foram montadas em meio permanente com resina sintética

Entellan®. A visualizagdo e os registros fotograficos ocorreram em microscopio optico
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Axio Scope Al com camera digital Cannon acoplada utilizando software AxioVision

Release versao 4.8.2.

Extracéo de DNA

Para extracdo de DNA foi utilizado segmentos do cladddio de plantas derivadas
de éapices regenerados de aproximadamente 5 cm. Apos a retirada dos espinhos, foram
feitos cortes longitudinais delgados para reduzir a utilizacdo de tecidos parenquimaticos
dotados de elevadas concentracBes de carboidratos. O DNA total foi extraido usando o
protocolo CTAB (cetyl trimethyl ammonium bromide) adaptado de Doyle e Doyle
(1987) para microtubos. Em virtude da elevada mucilagem presente no tecido
macerado, o DNA foi purificado utilizando acetato de aménia (Patrocinio, E.,
comunicagdo pessoal). Para tanto, foi adicionado a 50 uL. do DNA extraido 550 uL de
tampdo TE por 1h a temperatura ambiente e, posteriormente, 200 uL de acetato de
amonio a 7,5 M em gelo por 15 min. Apo6s a centrifugacdo por 10 min a 8000 rpm, foi
retirado o sobrenadante e, a0 mesmo foi adicionado 800 pL de etanol absoluto gelado.
As amostras foram incubadas por uma hora a -20°C. Posteriormente, foram
centrifugadas por 10 min a 12000 rpm, a parte liquida foi escoada e o DNA foi
submetido a lavagem com etanol 70% para eliminar os residuos de sais presentes.
Apbs a extracdo e purificacdo, a quantidade e qualidade de DNA foram analisadas por
meio de espectrofotometro L-Quant® e em gel de agarose a 1%. As amostras de DNA

foram armazenadas a -20°C.

Amplificacdo por ISSR (Inter Simple Sequence Repeat)

As reacOes de amplificacdo do marcador ISSR foram realizadas em volume de

20 pl contendo tampao de reagdo 1X; 2,5 mM de MgCl,; 7,5 pmol de primer; 0,2 mM
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de dNTPs; 1U de Taq polimerase (Phoneutria®), agua ultrapura ¢ 1 pl de DNA
gendmico (10-15 ng). Um controle negativo foi adicionado a fim de verificar a auséncia
de contaminacdo. Foram testados 20 primers ISSR descritos por Wolfe et al. (1998) em
uma subamostra composta por trés individuos da colecdo escolhidos aleatoriamente.
Destes foram selecionados cinco primers com base no potencial para reprodutibilidade e
clareza das bandas (Tabela 1). A amplificacdo dos fragmentos iniciou-se com um ciclo
de desnaturacdo inicial de 94°C por 1 min. e 30 seg., seguido de 35 ciclos que
consistiram de trés etapas: desnaturacdo a 94°C por 40 seg., anelamento dos primers a
44° (primer 844), 46° (primer JONHN e 899) e 47° (primers MAO e OMAR) por 40
segundos e extensdo a 72°C por 1 min. 30 seg. Por fim, foi realizado um ciclo final de
94°C por 45 seg., 44°C por 45 seg., e 72°C por 7 min. Apos a amplificacdo, os produtos
de ISSR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 2% em tampéo tris-EDTA
(TAE) 1X. As amostras foram coradas com GelRed® e os géis foram fotodocumentados

com programa Wise Capture Il versdo 1.0.0.0 em transluminador de luz UV.

Tabela 01: Primers de ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) utilizados para analise da
estabilidade genética ao longo de ciclos de multiplicacdo in vitro de Stephanocereus
luetzelburgii.

Primer Sequéncia Referéncia

MAO (CTC)4-RC Wolfe et al. (1998)
OMAR (GAG)4-RC Wolfe et al. (1998)
JONH (AG)7-YC Wolfe et al. (1998)
899 (CA)6-RG Wolfe et al. (1998)

844 (CT)8-RC Wolfe et al. (1998)
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Andlise dos dados

O perfil genético dos individuos utilizados foi determinado atraves da anélise
comparativa dos géis de cada primer. Para tanto, este perfil foi convertido em uma
matriz presenca e auséncia de bandas (0 e 1). A analise fenética foi realizada no
programa Past (Hammer et al. 2001) e a variacdo genética entre os individuos foi
estimada através do coeficiente de similaridade de Jaccard (Jaccard, 1912).
Posteriormente foi calculado o valor de similaridade média, maxima e minima e o
percentual de brotos com variacdo somaclonal entre a planta mée e o0s regenerantes da

ultima geracéo de cultivo de cada genotipo analisado.

RESULTADOS
Multiplicacéo in vitro

A diferenciacdo dos brotos axilares de Stephanocereus luetzelburgii iniciou-se
apos a terceira semana de cultivo (Figura 01 A). Todos os brotos foram obtidos via
organogénese direta através da ativacdo das aréolas, meristemas laterais tipicos das
cactaceas (Figura 01 A) e cada aréola originou apenas um broto. As diferentes
concentracdes e combinacbes de reguladores vegetais ndo foram significativas para
aumentar o percentual de brotos/explante (Tabela 02). O tratamento controle apresentou

2,09 brotos/explante e ndo diferiu significativamente dos demais (Tabela 02).
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Figura 01. Multiplicacdo in vitro de Stephanocereus luetzelburgii. Organogénese direta
de brotos axilares mediante a ativagdo das aréolas (A). Aspectos morfoldgicos de brotos
hiperidricos (B) e normais (C). Aclimatizacdo de brotos em substrato areia e terra
vegetal (D). Barras: 1 cm.

Para a variavel hiperidricidade (Tabela 02) houve interacdo significativa entre os
fatores (p=0,0007927). De modo geral, o aumento das concentracdes de cinetina
associadas a presenca de ANA favoreceu a ocorréncia de brotos hiperidricos em S.
luetzelburgii (Tabela 02, Figura 01 B) cujo percentual maximo obtido foi 70% (Tabela

02).

Os brotos normais apds a transferéncia para condicdo ex vitro apresentaram

100% de sobrevivéncia. Todos os brotos hiperidricos aclimatizados independente do
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tamanho (Figura 01 B), ndo sobreviveram por mais de 30 dias em condicdes ex vitro. Os

brotos menores nao resistiram logo apds a primeira semana de transferéncia.

Tabela 02: Efeito de diferentes concentragfes de cinetina (KIN) e de &cido
naftalenoacetico (ANA) no numero de brotos/explante e brotos hiperidricos (%) de

Stephanocereus luetzelburgii.

ANA (M) _
KIN (uM) Média geral
0,00 2,68 5,37
Brotos/Explante
0,00 2,09aA 2,73 aA 1,63 aA 2,15
11,61 2,24aA 2,16 aA 2,23 aA 2,21
23,23 1,80aA 2,30 aA 2,13 aA 2,07
34,84 2,13aA 2,83 aA 2,73 aA 2,56
46,47 2,56 aA 2,93 aA 2,30 aA 2,60
Média Geral 2,16 2,59 2,20
Brotos hiperidricos (%) Média Geral
0,00 13aA 14bA 10bA 12
11,61 0aB 53aA 55aA 36
23,23 0aB 41abA 65aA 35
34,84 8aB 70aA 45aA 41
46,47 3aB 35abA 29abA 22
Média Geral 10 47 68

Meédias seguidas pela mesma letra, mindscula nas colunas e maidsculas nas linhas, ndo

diferem significativamente entre si pelo teste Tukey (p>0,05).

A andlise anatbmica revelou que brotos normais e hiperidricos apresentam
células globosas com paredes finas e espagos intercelulares, sobretudo nas células
parenquimaticas (Figura 02). Foi possivel observar no broto normal lise celular em

algumas células parenquimaticas (Figura 02 A).
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Brotos normais

Brotos hiperidricos

Figura 02. Analise histologica de brotos normais (A e B) e hiperidricos (C e D)
derivados da multiplicagéo in vitro. Lise celular (LC) e feixes vasculares (FV) Barras:
A: 200 pm; B: 100 um; C: 200 um e D: 50 um.

Os brotos hiperidricos apresentaram feixes vasculares menos definidos, mais
desordenados e apresentaram menos elementos de xilema que os normais (Figura 02 C e
D). A analise histologica em brotos normais apresentou ainda plexos vasculares (Figura
03 A) que irdo vascularizar as gemas laterais, com provavel origem nas células do
periciclo. Em detalhe é possivel analisar anatomicamente as aréolas dos cactos (Figura
03 B), compostas por células pequenas, isodiamétricas e com contetdo citoplasmatico
denso, caracteristicas tipicas de células meristematicas, que irdo dar origem aos

espinhos (Figura 03 B) e aos brotos, por organogénese direta (Figura 01 A).
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Figura 03. Formacdo de plexos vasculares em secdo transversal do cladddio de brotos
normais (A) e aréolas com espinhos em desenvolvimento formadas por células
meristematicas (B). Plexos vasculares (PL) e células meristeméticas (CM). Barras: A:
500 um; B: 100 um.

A eficiéncia da multiplicacdo ao longo das geraces de cultivo foi genotipo
especifica. Todos 0s genotipos analisados aumentaram progressivamente em ndmero,
exceto o P1 (Tabela 03). Isso pode ser evidenciado pelo aumento do nimero de
brotos/explante do primeiro para o Gltimo ciclo de subcultura. Enquanto na primeira
subcultura 0 nimero méximo de brotos/explante foi 2,93 (Tabela 02) na ultima geragédo
0s gendtipos 2, 3, 4 e 5 apresentaram 3,69, 3,40, 5 e 5,6 brotos/explante,
respectivamente (Tabela 03). Por outro lado, a planta mde 1 apresentou uma reducao
desta variavel. Na quarta geracdo houve apenas 1,33 brotos/explante formados, valor

inferior ao obtido no primeiro subcultivo.
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Além do aumento no potencial regenerativo, o aumento dos subcultivos foi
inversamente proporcional ao tempo necessario para inicio da diferenciacdo das plantas.
A partir do terceiro subcultivo observou-se que a diferenciagdo em brotos axilares foi

abreviada de trés para duas semanas apés a inoculacao dos explantes.

A Unica variacdo morfolégica verificada foi a presenca de brotos hiperidricos.

Tabela 03. NuUmero de brotos/explante Stephanocereus luetzelburgii em cinco
gendtipos (P1, P2, P3, P4 e P5) multiplicados ao longo de quatro geracGes de cultivo
(F1, F2, F3 e F4).

Genotipos Geragdes

analisados F1 F2 F3 F4
P1 1,0 1,33 1,25 1,33
P2 3,50 3,43 3,70 3,69
P3 3,37 3,89 3,12 3,40
P4 2,0 2,8 4,60 5,0
PS5 2,77 2,33 4,95 5,60

Estabilidade genética via marcadores ISSR

Vinte primers ISSR foram testados em rea¢6es de PCR com o DNA gendmico
da planta mde (PM1, PM2, PM3, PM4 e PMb5), selecionada no experimento de
multiplicacdo, e seus respectivos clones. Destes, cinco primers (Tabela 1) obtiveram

padrdo de amplificacdo distinto e reproduzivel e, portanto, foram utilizados para a
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andlise posterior de 42 individuos apo6s quatro subculturas que ocorreram ao longo de

trés anos.

Um total de 26 loci apresentaram bandas ndo ambiguas, que variaram de 320 a
1450 pares de bases (pb) de tamanho. O nimero de bandas/primer variou de 3 (OMAR)
a 8 (MAO), com uma média de 5,2 bandas/primer. Dos cinco gendtipos analisados dois
apresentaram variacdo em relacdo a planta méde. Quatro clones apresentaram bandas
polimérficas, um do gen6tipo 5 (clone 5.1) e trés do gendtipo 3 (clones 3.6, 3.7 e 3.8).
A menor similaridade encontrada neste trabalho, 92%, encontrada no genotipo 5
(Tabela 03) esté relacionada a presenca de duas bandas polimorficas obtida nos primers
OMAR (610pb) e 899 (650pb). Os clones 3.6, 3.7, e 7.8 apresentaram uma banda

polimorfica cada, todas para o primer 899 (1450 pb).

Tabela 03. Similaridade méaxima e minima entre a planta mée e regenerantes (S),
similaridade média (SM) e porcentagem de variacdo somaclonal em brotos (VSB) de
Stephanocereus luetzelburgii derivados da quarta geracdo de cultivo in vitro utilizando
0 marcador molecular ISSR.

Pardmetros Gendtipos
avaliados Pl P2 P3 P4 P5
Maior S(%) 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Menor S(%) 100,0 100,0 96,0 100,0 92,0
SM (%) 100,0 100,0 98,1 100,0 98,4

VSB (%) 0 0 33,33 0 11,11
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O coeficiente de similaridade de Jaccard (Jaccard, 1912) variou de 92-100%
entre a planta méae e os regenerantes (Tabela 03). O maior percentual de brotos com

variacdo somaclonal ocorreu no gendtipo 3, 33% (Tabela 03).

DISCUSSAO

Multiplicagéo in vitro

Resultados similares ao inicio da diferenciacdo de brotos foram obtidos para
Hylocereus costaricensis (Vifias et al. 2012), H. undatus (Fan et al. 2013) e Opuntia
ficus indica (Angulo-Bejarano e Paredes Lopez, 2011). No entanto, para pitaya (H.
costaricensis) a emergéncia de multiplos brotos iniciou-se ap6s 10 dias de cultura na
melhor concentracdo de regulador testada. Para esta Gltima espécie os resultados
demonstraram ainda que producédo de dois ou trés brotos por aréola, apesar de aumentar
significativamente a producdo, ndo foi satisfatéria uma vez que 0s mesmos
apresentavam morfologia anormal e necrose no apice (Vifias et al. 2012). Segundo Hua
et al. (2014) uma elevada producdo de brotos nem sempre é satisfatoria e pode levar a

variacdo somaclonal.

A sintese de hormonios enddgenos durante o cultivo in vitro (Hubstenberger et
al. 1992) pode justificar a similaridade do tratamento controle para aqueles
suplementados com reguladores para S. luetzelburgui (Tabela 02). Valores equivalentes
para a variavel nimero de brotos/explante foram obtidos para Selenicereus megalanhus,
Hyloreceus polyrhizus, (Roman et al. 2014; Hua et al. 2014) e Cereus hildmannianus
(Langer e Mergener, 2013). No entanto, Pilosocereus robinii (Khattab et al. 2014) e

Opuntia ficus indica (El Finiti et al. 2013) obtiveram 30 e 17,26 brotos/explante em
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concentragfes Otimas de reguladores. Esses resultados salientam a necessidade em

otimizar o nimero de brotos obtidos para esta espécie.

E possivel que um balanco preciso de auxinas e citocininas ainda possibilite o
aumento do potencial regenerativo para esta espécie. Para outros representantes da
familia os reguladores adicionados ao meio nutritivo foram efetivos na inducdo da
organogénese. Para pitaya 0 numero de brotos/explante aumentou significativamente a
medida que houve incremento de diferentes tipos de citocinina como 6-
benzilaminopurina (BAP), zeatina (ZT) e thidiazuron (TDZ) no meio nutritivo (Hua et
al. 2014), além disso, a combinacdo de dois tipos de citocinina (cinetina e BAP)
também potencializaram a producdo de brotos nesta espécie (Roman et al. 2014). Para
Opuntia ficus indica ndo houve interacdo significativa entre auxinas e citocininas e
apenas 5 mg L™ de BAP apresentou os melhores resultados (El Finiti et al. 2013).
Zoghlami et al. (2012) ratificaram ainda que para esta espécie meios suplementados

com BAP sdo mais eficientes que os suplementados com auxinas.

Baixos niveis de auxina em combinacdo com moderados a elevados niveis de
citocinina também se mostraram eficientes na propagacdo de outras espécies de
cactaceas (Cayton et al. 1990; Fan et al. 2013; Alves et al. 2013; Roman et al. 2014). O
tipo de citocinina também pode influenciar os resultados. Para Pilosocereus robinii
entre os diferentes tipos de citocinina testadas, BAP, KIN e 2iP, o regulador mais
eficiente na inducdo de brotos axilares foi a cinetina (Khattab et al. 2014). Por outro
lado, para Hylocereus undatus quando as mesmas trés classes de citocininas foram

testadas a mais significativa foi o BAP (Fan et al. 2013).

A hiperidricidade, anteriormente chamada vitrificagdo, é considerada uma

desordem fisioldgica, bioquimica e morfoldgica decorrente do acimulo anormal de
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agua no interior das células e tecidos (Vasconcelos et al. 2012). As plantas hiperidricas
tém uma aparéncia vitrea, seus 6rgdos sdo de coloragdo translicida, em alguns casos
menos verdes, e facilmente quebraveis (Kevers et al. 2004; Park et al. 2004). A perda da
coloracdo verde caracteristica do cladddio de brotos normais (Figura 02 C) pode ser

atribuida a diminuicao do teor de clorofila (Park et al. 2004).

A hiperidricidade é consequiéncia das condig¢des de cultivo in vitro, que resultam,
em ultima andlise, em estresse oxidativo (Vasconcelos et al. 2012) como, por exemplo
a composicdo quimica do meio de cultura (Palma et al. 2011). A ocorréncia de brotos
hiperidricos ja foi relatada durante a micropropagacao de algumas espécies de cactaceas
(Giusti et al. 2002; Pérez-Molphe-Balch et al. 2002; Pérez-Molphe-Balch e Davila-
Figueroa, 2002; Santos-Dias et al. 2003; Silva, 2014) e, geralmente, estd associada a
elevadas concentracdes de reguladores vegetais, especialmente citocininas (Quiala et al.
2009; Khattab et al. 2014). O aumento da concentracdo de citocinina também levou a
um aumento proporcional na hiperidricidade em Aloe polyphylla (lvanova e Staden,

2011).

Os reguladores vegetais ndo sdo os Unicos fatores que contribuem para a
hiperidricidade. Isso pode ser evidenciado pelo fato de brotos derivados do tratamento
controle (Tabela 02) também apresentarem esta desordem morfoldgica (13%). Neste
caso, outros fatores relacionados ao cultivo in vitro como a atmosfera dos frascos, que
pode resultar em acumulo de vapor de agua, gas carbénico, etileno e um elevado indice
de umidade relativa, concentracdo e tipo de agente gelificante no meio de cultivo,
temperatura e luminosidade, também favorecem a hiperidricidade (Park et al. 2004;

Palma et al. 2011; lvanova e Staden, 2011; Vasconcelos et al. 2012).



122

As alteracbes morfolégicas em plantas hiperidricas levam a importantes
alteragOes fisiologicas, como desordens na taxa fotossintética, inibicdo da sintese de
celulose e lignina e distarbios nas concentracdes e atividades de enzimas e fitormonios
(Palma et al. 2011). Essas alteragcbes podem resultar em reducdo na eficiéncia de vias
metabdlicas (Vasconcelos et al. 2012) e acarretar sérios problemas de desenvolvimento
e adaptacdo da planta (Palma et al 2011). Brotos hiperidricos apresentam menor
formagdo de raizes, ou ndo enraizam e, em geral, ndo sobrevivem a aclimatizacéo e,

quando sobrevivem, originam plantas malformadas (Vasconcelos et al. 2012).

O sucesso no transplantio de brotos normais (Figura 2 C) também foi obtido para
Opuntia ficus indica (Angulo-Bejarano e Paredes-Lopez, 2011; El Finiti et al. 2013),
Selenicereus megalanthus, Hylocereus polyrhizus (Roman et al. 2014; Hua et al. 2014),
H. undatus (Fan et al. 2013) e Pilosocereus robinii (Khattab et al. 2014). A
sobrevivéncia e o desenvolvimento normais de plantas regeneradas in vitro depende de
um grande nimero de fatores tais como sistema radicular, vigor das plantas, duragdo e
condigdes de aclimatizacdo, dentre outras (El Finiti et al. 2013). Segundo Lema-
Ruminska e Kulus (2014) o sucesso da transferéncia ex vitro de cactos e outras plantas
CAM (metabolismo acido das crassulaceas) pode ser atribuido ao fato de apresentaram
uma cuticula fortemente desenvolvida e uma habilidade para reidratagdo rapida. Além
disso, o proprio metabolismo CAM, a presenca de um caule suculento anatomicamente
constituido de parénquima aquifero e estruturas secretoras de mucilagem (Malda et al.
1999; Arruda et al. 2005) também podem contribuir para as elevadas taxas de

sobrevivéncia obtidas.

De acordo com a analise anatbmica tanto brotos normais quanto hiperidricos

apresentam caracteristicas tipicas de plantas suculentas e que estdo sob condicdo de
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potencial hidrico elevado, como o ambiente in vitro (Figura 02). A lise celular
observada em algumas células parenquimaticas (Figura 2A) pode ter sido ocasionada

pela concentracdo excessiva de etileno.

O etileno ¢é produzido durante a cultura in vitro de todos os tipos de células,
tecidos e orgdos (George et al. 2008). Sua producdo in vitro pode estar associada a
produtos quimicos adicionados ao meio nutritivo (George et al. 2008), condigdes de
estresse (Taiz e Zeiger, 2004) e concentracOes elevadas de auxina (Taiz e Zeiger, 2004;
George et al. 2008). O aumento na producdo do etileno pode ser resultado de um
aumento na transcricdo do mMRNA da ACC sintase, enzima que catalisa a conversdo de
um precursor imediato deste hormonio (Taiz e Zeiger, 2004). O etileno interfere em
diversas respostas morfogenéticas in vitro como crescimento de calos, producdo de
brotos e raizes e embriogénese somatica (Biddington, 1992). Além disso, seu acimulo
pode desencadear a morte de células localizadas entre a endoderme e epiderme
resultante do aumento do contetdo de enzimas, como celulase e a endotransglicosilase

do xiloglucan (XET) que digerem as paredes celulares (Kerbauy, 2004).

Segundo Kevers et al. (2004) os feixes vasculares de plantas hiperidricas sdo
poucos e ndo tém a disposi¢do tipica de uma sessdo normal. 1sso pode ter prejudicado a
conducdo de agua ap6s a sua transferéncia para a condicdo ex vitro, causado dessecacao
dos brotos e, consequentemente, comprometido a sobrevivéncia das plantas. Além
disso, a maioria dos estbmatos de plantas hiperidricas ndo parece ter um mecanismo de
abertura e fechamento caracteristico (Kevers et al. 2004). Isso pode ser atribuido ao fato
de seus estdbmatos apresentarem-se anormais e essas deformacdes podem resultar de
mudancas estruturais nas células guarda, seguido por mudancas na composi¢do da

parede celular desta estrutura (Picoli et al. 2001). Desta forma, segundo Kevers et al.
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(2004), problemas de funcionamento estomético, podem ser a principal causa de perda
de agua répida e morte durante a aclimatizacdo sob baixa umidade relativa (Kevers et al.

2004).

Outras caracteristicas anatdmicas relacionadas a hiperidricidade estdo associadas
a hipertrofia do cértex e da medula nos caules, células parenquimaticas hipertrofiadas e
grandes espacos intercelulares (Kevers et al. 2004; Vasconcelos et al. 2012). Essas
caracteristicas apesar de estarem associadas a plantas hiperidricas em outras espécies,
em S. luetzelbrugii foram encontradas em ambos os tipos de brotos, provavelmente por

se tratar de uma planta suculenta cultivada em ambiente de elevado potencial hidrico.

A existéncia de plexos vasculares na seccéao transversal do cladédio das plantas
(Figura 03 A) pode indicar um investimento para uma zona de regeneragdo. A estrutura
celular das aréolas dos cactos corroboram os obtidos para Mammillaria san-angelensis
cuja analise histologica desta estrutura revelou células de tamanho reduzido e em
divisdo ativa, seguida da formacdo brotos laterais (Rublo et al. 2002). No entanto,
diferentemente deste trabalho, a ativacdo das aréolas em M. san-angelensis ocorreu

apenas apods a suplementacdo dos meios nutritivos com auxinas.

Segundo Bennici et al. (1997) o gendtipo influencia a organogénese in vitro e
para Pfaffia glomerata as respostas morfogénicas in vitro foram gendtipo-dependentes
(Flores et al. 2009). Culturas mantidas por um longo periodo in vitro muitas vezes
perdem a sua capacidade de regeneracdo (Rublo et al., 2002) e isto pode estar
relacionado a uma mudanca na exigéncia do regulador vegetal (Chaturvedi e Jain,
1994). Os dados obtidos neste trabalho corroboram os encontrados para M. san-
angelensis, onde o potencial morfogenético foi mantido pelos tecidos em culturas

estabelecidas por sete anos, seja nos meios suplementados com auxinas ou isentos de
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reguladores (Rublo et al. 2002). O aumento do tempo de cultura in vitro pode aumentar
0s niveis de citocinina enddgena na porcdo basal do explante (Zaffari et al. 2000) e

pode justificar o aumento no potencial regenerativo ao longo do tempo

A Unica variacdo morfoldgica encontrada neste trabalho foi a hiperidricidade de
brotos. No entanto, essa desordem morfoldgica foi aleatdria e parece ter sido causada
pelo estresse em virtude do maior nimero de brotos/explante em um espaco reduzido e
ndo necessariamente pelas subculturas realizadas até entdo. Uma evidéncia disso é que
durante o ensaio de multiplicagdo (Tabela 01) o tratamento controle apresentou brotos

hiperidricos.

Estabilidade genética via marcadores ISSR

O polimorfismo associado a marcadores ISSR pode resultar de mudanca na
sequéncia do local de ligacdo do primer (mutagdes de ponto, por exemplo) ou mudangas
que alteram o tamanho e previnem o sucesso da amplificacdo do DNA alvo, como
inser¢Oes, delecbes e inversdes (Bhatia et al. 2009). O deslizamento da DNA
polimerase durante a replicacdo do DNA (Leory et al. 2001) também pode causar

variacdes genéticas durante o cultivo in vitro.

De acordo com o coeficiente de similaridade de Jacard os brotos e suas
respectivas plantas mde apresentam um elevado grau de fidelidade genética.
Similarmente marcadores ISSR foram utilizados para analisar a estabilidade genética de
brotos de Hylocereus undatus e suas respectivas plantas made apds 15 ciclos de
subcultura (Fan et al. 2013). Segundo os autores, padrdes ISSR idénticos foram obtidos
confirmando que o método estabelecido foi geneticamente confidvel para a

micropropagacdo e conservagdo de germoplasma nesta espécie. A utilizacdo de
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marcadores RAPD demonstrou que a cactacea Opuntia ficus indica também apresentou
elevada taxa de similaridade, que variou de 91-100%, apds cinco anos de cultura in vitro
(Zoghlami et al. 2012). A fidelidade genética de mudas de Hylocereus sp., cultivadas
por 11 ciclos de subcultura, analisadas por meio do marcador Start Codon Targeted
(SCoT), foi de 100% (Hua et al. 2015). Altera¢gdes cromossémicas também ndo foram
detectadas durante o cultivo in vitro de Mammilaria san-angelensis subcultivadas

durante sete anos (Palomino et al. 1999).

A maioria das variacfes somaclonais ocorrem em plantas regeneradas a partir de
culturas que tenham sido submetidas a uma fase de diferenciagdo (Mohamed, 2007).
Segundo Shenoy e Vasil (1992) meristemas organizados sdo geralmente imunes a
mudancas epigenéticas ou a alteracBes genéticas permanentes (mutacdo) que ocorrem
durante a divisdo celular e a diferenciacdo in vivo e in vitro. Além disso, 0s tecidos
meristematicos mantém estavel o nivel de ploidia em detrimento de células
diferenciadas que podem sofrer endorreduplicacdo cromossdmica e dar origem a
subpopulagdes com niveis maiores de contetdo de DNA (Palomino et al. 2009). Desta
forma, a diferenciacdo de brotos axilares via organogénese direta através de meristemas
laterais (aréolas) pode justificar a manutencdo da estabilidade entre as plantas mae e
clones da quarta geracédo de cultivo. Por outro lado, a proliferagdo de brotos adventicios
a partir de calos (organogénese indireta) ou a embriogénese somatica podem oferecer

mais riscos de variagdo somaclonal in vitro (Malda et al. 1999).

A utilizacdo de meios nutritivos isentos de reguladores vegetais também pode ter
contribuido para a elevada similaridade entre planta mde e regenerantes da quarta
geracdo. A andlise da estabilidade genética de Pilosocereus robinii através de

marcadores ISSR revelou que os explantes regenerados em meios suplementados com
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TDZ apresentaram 13 bandas novas que apareceram com oito primers ISSR (Khattab et

al. 2014).

N&o foi verificada uma relagdo direta entre as variacdes morfoldgicas e os
polimorfismos encontrados através de marcadores ISSR. Similarmente, ndo foi
observada relagdo entre a variacdo morfoldgica entre os regenerantes e as alteracdes
genéticas por meio de marcador ISSR em Melocactus glaucescens (Silva, 2014),
Picrorhiza kurroa (Rawat et al. 2013) e Ceropegia santapaui (Chavan et a. 2014). Para
Cereus peruvianus, os polimorfismos encontrados para marcadores RAPD também n&o
refletiram o agrupamento informal de somaclones com fendtipos de brotos atipicos e
tipicos estabelecidos pelos autores (Resende et al. 2010). Na cultura de tecidos as
mudancas genéticas ocorrem principalmente em regiGes ndo codificantes que
praticamente ndo afetam a expressdo do gene, e, portanto o fendtipo e, mesmo se as
mudangas ocorrem nas regides de codificacdo, a probabilidade de mutagdo simultanea
de dois alelos numa planta dipléide é extremamente baixo e tem pouco efeito sobre

caracteristicas fenotipicas (Rawat et al. 2013).

Segundo Silva (2014) outro fator que pode estar relacionado a variacdo
somaclonal é a existéncia de gendtipos mais suscetiveis as alteragdes genéticas.
Similarmente ao utilizar marcadores RAPD para a cactacea Opuntia ficus-indica foi
detectado que algumas cultivares propagadas in vitro apresentavam uma maior taxa de
variacdo em relacdo a outras mais estaveis (Zoghlami et al. 2012) No entanto, segundo
Chinmayee et al. (2012) a ocorréncia de variabilidade genética é aleatoria e pode
acontecer de forma independente inclusive entre os clones de um mesmo explante. Para
a cactacea Mammilaria san-angelensis as alteracGes somaclonais detectadas foram

induzidas de uma forma aparentemente aleatoria (Palomino et al. 2009).
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CONCLUSOES

A multiplicacdo in vitro de Stephanocereus luetzelburgii € uma estratégia para
maximizar a multiplicacdo desta espécie e pode ocorrer em meio MS isento de
regulador vegetal, produzindo cerca de 2,09 brotos/explante. As associacdes entre
citocininas e auxinas induziram a formacdo de brotos hiperidricos, que por sua foram
incapazes de sobreviver ex vitro, provavelmente devido a alteracfes histoldgicas nos
tecidos vasculares. A aclimatizacdo e enraizamento de brotos normais ocorreram
simultaneamente em condicGes ex vitro e apresentou 100% de sobrevivéncia. A
multiplicacdo de cinco gendtipos da espécie ao longo de quatro geracbes sucessivas
manteve o potencial morfogenético e a estabilidade genotipica demonstrando que o

protocolo aplicado foi eficiente.
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CAPITULO 04

INDUCTION OF CALOGENESIS IN Stephanocereus luetzelburgii (CACTACEAE):
MORPHO-ANATOMICAL  CHARACTERIZATION  AND  PROTEOMICS

ANALYSIS
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ABSTRACT

The aim of this study was to establish the ideal conditions for induction and control of
calogenesis in Stephanocereus luetzelburgii, a cactus native to Chapada Diamantina,
Bahia state, Brazil, and the changes in histological aspects and proteomic changes in
different types of callus. Plants grown in vitro were cut into different types of explants
and cultured on Murashige and Skoog (1962) medium supplemented with different
types and concentrations of plant growth regulators. Afterward, two strains of callus
were selected for proteomics analysis: induced with plant growth regulators (type 1) and
without (type II). Histological analysis was also performed. The longitudinal explant
showed significant interaction between the factors 2.4D and kinetin. In general, the
2.4D applied concentrations had a positive effect on callus induction in the species. The
apical explants showed less satisfactory results for calogenesis induction, but the
calluses induced in the explants showed embryogenic potential. Histological analysis of
calluses derived from apical explants induced with 100 uM of picloram showed cluster
of cells with meristematic characteristics, which indicates potential for organogenesis or
somatic embryogenesis provided they are subject to adequate chemical stimuli. The
most representative categories of proteins up and down-regulated for callus type | were
related to metabolic processes. In addition, various proteins which are markers of
morphogenetic pathways in other plant species were differentially expressed, suggesting
that both types of callus analyzed, especially type I, have the potential for in vitro

regeneration.

KEYWORDS: conservation; micropropagation; non-model plants; plant growth

regulators; shotgun proteomics.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi estabelecer as condic¢des ideais para a inducéo e controle da
calogénese in vitro em Stephanocereu luetzelburgii, um nativo do cacto a Chapada
Diamantina, Bahia, Brasil, e as mudancas associadas a aspectos histologicos e ao nivel
de expressdo protéica em diferentes tipos de calos. Plantas estabelecidas in vitro foram
seccionadas em diferentes tipos de explantes e cultivadas em meio Murashige e Skoog
(1962) suplementado com diferentes tipos e concentracdes de reguladores vegetais. Para
analise protebmica foram utilizadas duas linhagens de calos: induzidos com reguladores
vegetais (tipo 1) e induzidos no tratamento controle (tipo I1). Além disso, foi realizada a
analise histoldgica dos calos. No explante longitudinal houve interacdo significativa
entre os fatores 2,4D e cinetina. De modo geral as concentracdes de 2,4D aplicadas
favoreceram a inducdo da calogénese. Por outro lado, o explante apical apresentou
resultados menos satisfatorios, mas os calos induzidos neste tipo de explante
apresentaram potencial embriogénico. De acordo com a analise histolégica, os calos
derivados do explante apical e induzidos com 100 uM de picloram possuem grupos de
células com caracteristicas meristematicas, o que indica potencial para organogénese ou
embriogénese somatica, desde que sejam submetidos a estimulos quimicos adequados.
As principais classes de proteinas diferencialmente expressas no calo Tipo | estdo
relacionadas a processos metabdlicos e podem estar relacionadas aos tratamentos
utilizados na etapa de inducdo. Além disso, proteinas marcadoras de vias
morfogenéticas in vitro para outras espécies foram diferencialmente expressas nas
linhagens analisadas, 0 que sugere que ambos os tipos de calos, especialmente o Tipo I,

tem o potencial para a regeneracao in vitro.
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INTRODUCTION

Cacti are perennial dicotyledonous plants with specialized features for survival
in arid and other weather conditions (Al-Ramamneh et al. 2006). In Brazil, the semi-arid
region occupies a vast area of between 750,000 to 850,000 km? where rainfall is both
scarce and irregular, with a high annual evaporation of more than 2,000 mm as well as
shallow soils with low water holding capacity (Silva et al. 2014). Stephanocereus
luetzelburgii is a species of solitary cactus often not erect but inclined + westwards,
unmistakable for its bottle-shaped stem (Taylor and Zappi, 2004) with great ornamental
potential. This species is endemic to the state of Bahia and has been affected by habitat

modification that limits the occurrence of this species (Taylor and Zappi, 2004).

Due to high diversity and value, which is mainly ornamental, natural populations
of cacti have been dramatically affected by illegal collection and habitat destruction or
fragmentation (Davila-Figueroa et al. 2005; Rojas-Aréchiga and VVazquez-Yanes, 2000).
Consequently, all of the members of Cactaceae are included in Appendix Il of CITES
(Hunt, 1999). Since the beginning of the 2000s scientists have warned the urgent need
for propagation studies of Cactaceae, as they are an alternative for the conservation of
this family (Rojas-Aréchiga and Vazquez-Yanes, 2000). However, conventional
methods of propagation are inadequate for the multiplication of numerous species of
cacti that, due to CAM physiology, have slow growth and low seed number,
germination and shoots production rates (Khalafalla et al. 2007; Estrada-Luna et al.

2008; Elias et al. 2015).

Tissue culture technology has often been successfully utilized in the propagation
of plants with poor and uncertain responses to conventional methods of propagation and

to preserve endangered species, including native plants, or achieve their commercial
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production (Sudhersan et al. 2003; Hua et al. 2014; Elias et al. 2015). An efficient
micropropagation system offers a useful alternative for rapid shoot production of
healthy and pathogen-free plants in a relatively short time using minimal space

(Sudhersan et al. 2003; Hua et al. 2014; Elias et al. 2015).

Calogenesis is for many species a prerequisite step to control the following in
vitro propagation phases, especially somatic embryogenesis (Gueye et al. 2009).
Although literature offers successful protocols for the micropropagation of cacti,
induction and mostly regeneration via an intermediary callus phase continue to be a
significant limitations (Nunez et al. 2014). During the process of in vitro regeneration,
selection of callus strains with organogenic or embryogenic competence is a key step
for callus conversion into plants. Few studies within the Cactaceae family present
morphological characteristics related to the morphogenetic potential of callus (Angulo-
Bejarano and Paredes-Lépez, 2011; Nunez et al. 2014; Roman et al. 2014; Teodora,
2014) and among those with this type of data there is no pattern, indicating that is a

genotype-specific response.

Callus induction involves extensive cellular reprogramming which is expected to
result in complex changes at the level of gene expression and differential protein
expression (Tan et al. 2013). The specific composition of proteins present in cells in
defined environmental conditions reflects the true biochemical outcome of genetic
information and indicates the biochemical pathways that may be involved (Rodziewicz
et al. 2014). The study of proteome changes could be critical for understanding the

rules with which cells work and adapt towards various stimuli (Rodziewicz et al. 2014).

According to Yin et al. (2008) the detailed proteomic data regarding different

gene expression patterns regulated by hormones during callus differentiation increase
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our knowledge about the crosslink underlying plant hormone regulation in callus
regeneration. In Cactaceae only a few studies in proteomics have been conducted (Balen
et al. 2006a; 2007b; Lopez-Urrutia et al. 2014; Rogié et al. 2015). This work is the first

study to analyzing calogenesis using nano ESI-HDMSF technology in cacti.

Thus, the identification and relative quantification of proteins that are expressed
during calogenesis in vitro could lead to understanding the biochemical events related to
induction of cellular dedifferentiation caused by different kinds of stimuli, as well as
marker proteins that indicate the preferred morphogenetic route of a specific callus
strain. Furthermore, the identification of differentially expressed proteins may
contribute to a better understanding of the regulatory networks determining callus
differentiation, so that protocols of in vitro plant regeneration through the indirect route
could be improved. The aim of this study was to establish the ideal conditions for
induction and control of calogenesis in S. luetzelburgii, a cactus native to Chapada
Diamantina, Bahia state, Brazil, and the changes in histological aspects and proteomic

changes in different types of callus.

MATERIALS AND METHODS
Plant material

Shoots derived from in vitro multiplication of Stephanocereus luetzelburgii were
cultured in MS culture medium (Murashige and Skoog, 1962) supplemented with 3%
sucrose and 2 g L™ Phytagel (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) (henceforth called
as basal medium). The culture media were adjusted to pH 5.6- 5.8 and autoclaved at

121 °C for 15 min. All cultures were maintained in growth chamber with a light
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intensity of 60 umol m2 s* provided by white light at 25+3 °C under a 16h
photoperiod. Inducted shoots were subcultured every thirty days in the basic medium

and maintained under the same culture conditions.
Effect of type of explant and plant growth regulators

Two experiments for callus induction were performed to establish the best callus
induction protocol. First, longitudinal segments of the cladodes approximately 5 mm in
length were inoculated in 15 ml of MS medium supplemented with different
concentrations of 2.4 - dichlorophenoxyacetic (2.4D: 0; 9; 18; 27; 36 puM) (Sigma-
Aldrich) and kinetin (KIN: 0; 4.65; 9.29 uM) (Sigma-Aldrich), applied individually or
in combinations in a factorial design with two factors. Cultures were maintained for 90

days under the same conditions described in the previous section.

In the second experiment, apical segments of the cladodes approximately 2.0
mm in length were inoculated in Petri dishes (90 x 15 mm) containing 20 ml of basal
medium supplemented with three different types of auxins: naphthaleneacetic acid
(NAA) (Sigma-Aldrich), picloram or 2,4D at five concentrations (0; 5; 10; 20; 40; 100
pM). Each picloram test using different concentrations was repeated twice. The cultures

were maintained at 25 + 2 ° C in the dark for 30 days.

All experiments were carried out was completely randomized with five
replicates of six samples each. The data were submitted to the Shapiro-Wilk normality
test and were analyzed using the Generalized Linear Model (GLM). When verified
significant effect (p <0.05), the data were analyzed by the Tukey test at 5% for mean

comparison. Was used statistical program R (R Development Core Team, 2008).

Histomorphological analyses
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For histological analysis calluses derived from apical explants induced with 100
UM of picloram were selected. Samples were fixed in 2.5% glutaraldehyde, 4%
paraformaldehyde and 0.05 M sodium cacodylate for at least 48 hours and then washed
twice in the same fixation buffer (0.05 M) for 30 minutes, subsequently being subjected
to dehydration in ascending alcohol series (alcohol 30, 50, 70, 90 and 100). After
dehydration, the material was infiltrated in absolute historesin-ethanol solution (1: 1) for
12 hours, followed by pure historesin (Leica Microsystems) for 24 hours. After the
embedment, the samples in resin were cut on a rotary microtome (Leica RM2235),
yielding 5 pm cross-sections which were then stained with Toluidine Blue. Histological
sections were observed under an Axioplan light microscope (Carl Zeiss, Jena, Germany)
equipped with an Axiocam MRC5 digital camera (Carl Zeiss), and the images were

analyzed using AxioVisionLE version 4.8 software (Carl Zeiss).
Proteomic analysis of callus

For total protein extraction, approximately 500 mg of freshly brown callus
derived from the apical explant induced with 100 uM picloram (Type 1) and translucent
callus derived from TCL (Silva et al. 2003) explant induced without growth regulators
(Type I1) were extracted with urea/thiourea buffer according to Heringer et al. (2015).
Three biological replicates were extracted for each sample of Type | and Type Il callus.
The total protein concentration was assessed using a 2-D Quant Kit (GE Healthcare).
Then, the 3 biological replicates of each treatment were used to compose one pooled
sample, totaling 100 pg of protein concentration (Luge et al., 2014; Heringer et al.,

2015).

Protein aliquots of 100 ug were desalted on Vivaspin 500 membranes (GE

Healthcare, UK) and digested by adding 20 pL of trypsin solution (50 ng pL™) (V5111,
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Promega, Madison, WI, USA) according to Heringer et al. (2015). Then, 100 pL of the
supernatant was picked up and transferred to Total Recovery Vials (Waters) for further

shotgun proteomics analysis.

Tryptic peptides were analyzed by ESI-LC-MS/MS in a nanoAcquity UPLC
connected to a SynaptG2-Si HDMS mass spectrometry (Waters, Manchester, UK). The
peptide mixture was first loaded into a nanoAcquity UPLC 5 um C18 trap column (180
pum x 20 mm), then into a nanoAcquity HSS T3 1.8 um analytical reversed phase
column (100 um x 100 mm). Runs consisted of three replicates per pooled sample,
using a gradient from 7% to 40% acetonitrile (0.1% v/v formic acid) (JT Baker,
Phillipsburg, USA) at 600 nL.min™. The chromatography step was performed by
injecting 1 pL of digested samples to normalize them before the relative quantification
of proteins. For all measurements, the mass spectrometry was operated in positive and
resolution mode (V mode) with ion mobility; transfer collision energy ramped from 19v
to 45v in high-energy mode; cone and capillary voltage of 30v and 2,800v, respectively;
and source temperature of 70 °C. In TOF parameters, the scan time was set to 0.5s, in
continuum mode, and a mass range of 50 to 2,000 Da. The lock mass channel was
sampled every 30 s. The mass spectrometer was calibrated with a MS/MS spectrum of
[Glu1]-Fibrinopeptide B human (Glu-Fib) solution (100 fmol.uL™). Multiplexed data-
independent (DIA) scanning with added specificity and selectivity of a non-linear ‘T-
wave’ ion mobility (HDMSE) device (Giles et al. 2011) were performed with a Synapt

G2-Si HDMS mass spectrometer.

For proper spectra processing and database searching conditions, Progenesis QI
for Proteomics Software V.2.0 (Nonlinear Dynamics, Newcastle, UK) were used. The

analysis used the following parameters: 1 missed cleavage; minimum fragment ion per
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peptide equal to 1; minimum fragment ion per protein equal to 3; minimum peptide per
protein equal to 1; fixed modifications of carbamidomethyl (C) and variable
modifications of oxidation (M) and phosphoryl (STY); and a default false discovery rate
(FDR) value at a 4% maximum; score greater than 5; and maximum of 10 ppm of mass
errors. The program compared sequences of Caryophillales proteins from UniProtKB

database (http://www.uniprot.org/). Thus, we obtained parameters such as the score,

peptide count and unique peptides. For co-expressed proteins quantitative analysis,
proteins with a coefficient of variation greater than 0.5 and false positives were
excluded. Proteins were considered differentially expressed when the changes were at
least 2.0 fold. Redundant proteins, generated due to the use of a less specific database
(Caryophylalles), were excluded manually. Functional classification of the proteins

identified was performed using the program Blast2go (www.blast2go.com) and

UniProtKB database information.

RESULTS

Effect of explant type and plant growth regulators

There was a significant interaction (p= 0.006075) between the factors 2.4D and
kinetin in in vitro callus induction of Stephanocereus leutzelburgii. In general, the 2.4D
applied concentrations had a positive effect on callus induction in the species (Table
01). In the control treatment, as well as in nutrient media supplemented only with
kinetin 4.64 and 9.29 uM, the percentage of callus formation were significantly lower
than the other treatments in which the 2.4D was added to the medium (17.17 and 6%
respectively). The nutrient medium supplemented only with 18.10 uM of 2.4D had the

highest percentage of callus (80%). In this case, concentrations above 18.10 uM
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resulted in lower percentage of callus in the explants. There was a significant interaction

between the highest concentration of 2.4D and kinetin concentrations. In this case, the

highest concentration of kinetin significantly increased callus induction from 37 to 77%.

Table 01: Effect of different concentrations of 2.4D and kinetin in the callus induction

(%) in longitudinal explants Stephanocereus luetzelburgii.

Kinetin (LM)
2.4D (UM) 0,00 4,65 9,29 Mean
Callus induction (%)
0,00 17cA 17bA 6CcA 13
9,05 53bA 70aA 60bA 61
18,10 80abA 70aA 47bA 65
27,15 50bA 70aA 47bA 55
36,02 37bB 57aB 77abA 57
Mean 47 57 47 -

Means followed by the same letter, lower case in the columns and uppercase in the

lines, do not differ significantly by Tukey test (p> 0.05).

Auxin NAA and 2.4D did not show satisfactory results for the apical explant and

only picloram in two concentrations (20 and 100 uM) showed callus induction (Table

02). This explant showed less satisfactory results than longitudinal explants. At low

auxin concentrations (5 and 10 pM) this explant maintained its apical growth and did

not express cellular dedifferentiation signals.
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Table 02: Effect of different concentrations of picloram, NAA and 2.4D in callus

induction (%) in apical explants Stephanocereus luetzelburgii.

Plant growth regulator Callus induction (%)
concentration (LM)
Picloram NAA 2,4D
0 - - -
5 - - -
10 - - -
20 20a - -
40 - - -
100 36a - -

Means followed by the same letter in columns do not differ significantly by Tukey test
(p> 0.05).

Histomorphological analyses

The treatments showed callus formation with different color patterns and
textures (Figure 01 A,B, C and D). In the presence of light longitudinal explants treated
with 2.4D and kinetin presented mostly chlorophyllated calluses (Figure 01 A).
However, higher concentrations of 2.4D produced a darker color in calluses (Figure 01
B). In the absence of light, apical explants induced with 20 or 100 uM of picloram
showed brown colored calluses (Figure 01 C and D). Regarding texture, in both light
conditions compact and friable callus were obtained and no pattern emerged among

treatments.
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Figure 01. Histomorphological profile of callus from Stephanocereus luetzelburgii.
Longitudinal explants cultured in light on basal medium supplemented with 2,4D 27
UM (A) and 2,4D 36 uM + KIN 4.65 uM (B). Apical explants cultured in dark in basal
medium supplemented with picloram 100 uM (C, D) (Type 1 callus). Section of
histological Type I callus (H): cluster of meristematic cells (cc), vacuolated cells (vc)
and intercellular spaces (is). Bars: (A- C): 0.5 mm; (D): 0.2 mm; (E): 50 pm.
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The cellular structure of calluses induced in the apical explants with 100 uM of
picloram (Figure 1 C and D) was heterogeneous with large vacuolated cells and with
frequent intercellular spaces (Figure 01H). The presence of cell clusters in intense
division, small, with dense cytoplasm and nucleus and prominent nucleoli was observed

(Figure 01H).

Protein expression profiles of type I and type Il callus and functional categories of the

differentially expressed proteins with emphasis in in vitro morphogenesis

A total of 280 proteins were identified in type | and type Il callus of
Stephanocereus luetzelburgii derived from in vitro tissue culture. One of these, being
unique to type I callus and 24 unique to type Il (Figure 02 A and Supplementary table
01), that were analyzed separately to matched proteins. A total of 255 matched proteins
was obtained and subdivided into three groups: 81 up-regulated, 54 down-regulated and

120 unchanged for type | callus in relation to type II.

01 255 24

TypeT TypeIl
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Figure 02. Venn diagram displaying the numbers of unique and co-expressed proteins
(A). Functional classification of differentially expressed proteins in Stephanocereus
luetzelburgii. Up-regulated and down-regulated proteins in type I callus. Classification
is based on the BAST2GO and UniProtKB database.

For the analysis of functional classification, up and down-regulated proteins

were subjected to Blast2GO (www.blast2go.com) program and UniProtKB database

information. Functional classification generated 14 different categories (Supplementary
table 02 and 03): response to stress, response to abiotic stimulus, response to biotic
stimulus, metabolic process, carbohydrate metabolic process, lipid metabolic process,
photosynthesis, cell differentiation, cell growth, cell cycle, anatomical structure
morphogenesis, cellular component organization, transport / transporter activity and
other, which did not fit in the above categories. Since each protein may be responsible

for several biological processes, they could be grouped in more than one functional


http://www.blast2go.com/
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category. The most representative categories of proteins up and down-regulated for

callus type | were related to metabolic processes (Figure 02 B).

Therefore, the differences in the proteome of callus type | and type Il will be
discussed with emphasis on relevance to morphogenesis in vitro, whether for somatic
embryogenesis or shoot development, in correlation to the other species available in

literature (Table 03).

Table 03: Differentially expressed proteins in callus type | compared to callus type Il of
Stephanocereus luetzelburgii related to in vitro morphogenesis.

Peptide Confidence Max fold

Accession count  score change Description

UP

Q941A8 1 5,206 271,65 Transketolase

Q9AXD1 5 28,4672 176,49 Glutamine synthetase

pP37223 6 46,5517 119,38 NADP-dependent malic enzyme
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

AOAO076E907 16 163,8161 47,05 (Fragment)

Q5QJY8 8 56,9824 32,04 Alcohol dehydrogenase

050036 10 59,0471 20,77 Heat shock 70 protein

P02398 2 10,3108 20,21 50S ribosomal protein L12, chloroplastic

IBNVX2 25 166,4147 14,73 V-type ATPase subunit A

T2A7L5 1 58576 13,56 Ribosomal protein S16 (Fragment)

Q5EVLS8 2 10,4502 11,86 Spermidine synthase (Fragment)

QIXFW8 1 5,0298 11,02 Glucan endo-1,3-beta-D-glucosidase
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase C-2

C7E3U4 16 164,3645 9,37 (Fragment)

B5M1Y7 7 55,1395 8,97 Glutathione peroxidase

BOLN88 2 10,4429 3,69 Ribosomal protein S12 (Fragment)

Q8GUBS5 17 132,6658 3,10 Vacuolar ATPase subunit B

I6PD11 3 15,5249 3,05 Glutamate synthase

022664 37 308,075 2,51 Cytosolic heat shock 70 protein

QOPVD1 2 11,8083 2,50 Glutathione S-transferase

G5DWZ5 1 5,189 2,40 40S ribosomal protein S11-1 (Fragment)

Q8GUB4 4 26,2507 2,34 Vacuolar ATPase subunit G

DOWN

NODRG69 1 5,3261 109,29 ABA responsive element binding factor

P29356 12 85,4416 85,15 Fructose-bisphosphate aldolase, cytoplasmic isozyme

P82277 2 15,3091 52,26 30S ribosomal protein 2, chloroplastic
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J7FB51 4 21,9498 6,38 Ribosomal protein L5

E5LLEQ 9 52,7575 5,91 Heat shock protein Hsp18.3

P93262 7 49,5928 4,95 Phosphoglucomutase, cytoplasmic

W8E425 1 5,1713 4,75 Late embryogenesis abundant protein (Fragment)
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase,

P17878 22 197,2137 4,22 cytosolic

WOFHL5 32 277,8355 3,86 Catalase

Q05832 9 50,4024 3,79 Heat shock protein 18.3 kDa class |

DISCUSSION

Effect of type of explant and plant growth regulators

Auxin and cytokinin have been the most extensively used and studied plant
hormones in the context of callus formation and subsequent organ regeneration, but
surprisingly little is known about how they induce callus at the molecular level (Ikeuchi
et al. 2013). In addition to the effect of growth regulators, various factors regulate in
vitro calogenesis induction such as the genotype, the culture medium composition,
physiological status of the explant donor, explant position, and size of the explants
(Karimi et al. 2010). The reason why certain in vitro regenerative events are more easily
induced in some tissues than in others is still not satisfactorily elucidated, but it is
admitted that the different morphogenetic expressions reflect the nature and degree of

differentiation of these tissues (Stein et al. 2010).

There was a significant interaction between the factors 2.4D and kinetin at the
highest auxin concentration tested (Table 01). These data are similar with those for
Cereus hildmannianus (Karimi et al. 2010) and Schlumbergera truncata (Al-Ramamneh
et al. 2006), where the interaction between auxin and cytokinin favored callus induction.
However Hylocereus costaricensesis (Viflas et al. 2012) and Pilosocereus robinii
(Khattab et al 2014) only cytokinin was sufficient for induction. In Echinocereus

cinerascens the addition of plant hormones (NAA and 6-Benzylaminopurine) in MS
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medium, either singly or in combination, plays an important role in the production of
callus (Elias et al. 2015). Among different auxins, 2,4D has been the most used in callus
induction in cactus species (Angulo-Bejarano & Paredes Lopez 2011; Karimi et al.
2010; Nunez et al. 2014; Roman et al. 2014; Teodora, 2012) and this regulator was
effective for Selenicereus megalanthus (Nunez et al. 2014) and Echinocactus
mihanovichii (Teodora, 2012). However, for Selenicereus megalanthus the callus did
not have the capacity to regenerate new plant organs, unlike callus induced with

Thidiazuron (TDZ).

The thin cell layer (TCL) system consists of explants of a small size excised
from different plant organs and depending on the genetic state and epigenetic
requirements, and in conjunction with strictly controlled growth conditions, may lead
to the in vitro induction of specific morphogenic programs (Silva et al. 2003). TCLs
have been successfully used in the micropropagation of many ornamental plant species
whose previous in vitro regeneration was not successful using conventional methods
(Silva et al. 2003). In the present study calluses derived from such explants induced
without growth regulators were used for proteomic comparison with calluses with
embryogenic potential induced with 100 uM of picloram. Also without the use of plant
growth regulators, callus induction in tamarillo (Correia et al. 2012) and Vanilla
planifolia (Tan et al. 2013) was promoted by wounding of the explants. In vitro callus
induction is not obtained only with the addition of plant growth regulators, according to
Ikeuchi et al. (2013) plants can form callus in response to stress, such as injury.
Calogenesis induction without the use of plant growth regulators has many advantages.
In addition to reducing costs related to the use of regulators, it lowers the risk of

somaclonal variation, which is relevant especially when callus obtained will be used for
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conservation or breeding programs, where the maintenance of genetic fidelity is
essential.

The explant type apical stem did not show satisfactory results for callus
induction in S. luetzelburgii (Table 02). The shoot apical is an endogenous auxin
producer that guarantees the apical growth of plants, and therefore, it seems that the
lower auxin concentrations were not sufficient to cause hormone imbalance, hinder

apical growth and favor the formation of callus in this species.

Histomorphological analyses

Morphologically, cactus callus have a pattern of coloration that varies depending
on the species, and the type and concentrations of regulators analyzed, such as pink
(Elias et al. 2014; Teodora 2012), from purple to green (Nunez et al. 2014), white, with
or without chlorophyll pigmentation (Roman et al. 2014), or from green to yellow
(Angulo-Bejarano & Paredes-Ldpez, 2011). The brown color of callus can be attributed
to oxidation of phenolic compounds (Angulo-Bejarano & Paredes-Lépez, 2011) and is
an indicative of stress (Yin et al. 2008). Oxidized callus offers a starting point for the
investigation of ROS (reactive oxygen species) as indicators of cell stress and as
signaling molecules for different metabolic processes: germination, mitosis, cell
elongation, senescence, cell death, lignification of tissues forming phloem and xylem
elements, regulation of gene expression associated with biotic and abiotic stress, and
activation of plant defense system (Azoeifa, 2009; Roman et al. 2014). In the presence
of light callus exhibited green color, which can be attributed to exposure to constant
light (Werner et al. 2009). In addition to the physical conditions, plant growth regulators
and age may also interfere in the coloring of callus. In Echinocereus cinerascens more

explants produced green callus when cultured in media with hormones applied singly
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compared to explants cultured in hormone combinations, and it was noted that callus

color varied with age (Elias et al. 2015).

There is no pattern with respect to callus texture that determines their potential
for in vitro regeneration. For the cactus Selenicereus megalanthus (Nunez et al. 2014),
sugar cane (Silveira et al. 2013), and the grass Cynodon dactylon (Chaudhury and Qu,
2000), compact callus are capable of regenerating and/or are embryogenic, while for
Nelumbo nucifera (Arunyanart and Chaitrayagun, 2005) and Myracrodruon urundeuva

(Vasconcelos et al. 2012) a friable texture is required.

Within the Cactaceae family only a single work reports a pattern of color and
texture in in vitro regeneration. According to Nunez et al. (2014), for S. megalanthus
only compact and green-purplish callus are capable of regenerating. Thus, it is evident
that the pattern is genotype-specific oriented and that each species can respond in

different ways, which makes detailed studies about a particular organism necessary.

Intense division into clusters of cells is a typical feature of meristematic cells
(Gueye et al. 2009; Werner et al. 2010). According to Stein et al. (2010) this
characteristic suggests intense RNA synthesis and metabolic activity. The level of
structural organization of meristematic centers can distinguish embryogenic callus (EC)
from non-embryogenic callus (NEC) (Silveira et al. 2013). According to the authors,
NEC have dispersed and disorganized meristematic centers and are not capable of
regenerating. It was not found in the analyzed callus any kind of structural organization

or distribution pattern in the clusters of meristematic cells.

Protein expression profiles of type | and type Il callus and functional categories of the

differentially expressed proteins with emphasis in in vitro morphogenesis
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This is the first detailed study on the differential expression of proteins derived
from in vitro culture of cacti since only a few studies have analyzed the glycosylation
pattern of tissues cultured in vitro (Balen et al. 2006a; 2007b), expression patterns of
proteins involved in seed maturation (Lopez-Urrutia et al. 2014) and analyzed the effect
of NaCl and mannitol on proteomes of callus and tumor tissues (Rogié et al. 2015).

The relatively low number of identified proteins may be a result from the
absence of a specific database for this species. This is because several peptides
identified by MS/MS have no counterparts in the databases, which undermines protein
identification (Capriotti et al. 2013). However, the number of identified proteins in our
study is still higher than others with two-dimensional electrophoresis of non-model
species (Correia et al. 2012; Palama et al. 2010). Some strategies for improving the
number of identified proteins in non-model plants are reducing sample complexity
and/or eliminating the highest abundant proteins, and using different protein databases
(Capriotti et al. 2013). Furthermore, the use of mass spectrometers with high resolution
and high mass accuracy allows the improvement of the number of identified peptides
and can increase the possibility of correct protein identification (Capriotti et al. 2015).
In general, in the present work, the number of unique peptides per protein was low (data
not shown), as already observed for other non-model plant species such as Punica
granatum (Capriotti et al. 2013).

Although both callus types may have the potential for morphogenesis in vitro,
based on the histological results, the comparison was made because auxin is the most
widely used plant growth regulator for the in vitro morphogenesis and some studies
have demonstrated its role in differential expression of proteins (Pan et al. 2010; Yin et
al. 2008). The largest functional group of proteins up and down-regulated in type |

callus are related to metabolic processes, 27 and 15% respectively (Figure 02 B).
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Similarly, it was reported that proteins associated with metabolism and energy form the
largest classes in callus of maize (Varhanikova et al. 2014), Cyclamen persicum
(Lyngved et al. 2008) and Cyphomandra betacea (Correia et al. 2012). According to
Marsoni et al. (2008), the largest class of proteins that they found differentially
expressed in EC with respect to NEC comprises homologues of enzymes involved in
energy state and metabolism, which corroborates the relevance of this category of
proteins in in vitro plant morphogenesis.

The high abundance of proteins involved in carbohydrate metabolism, more
specifically involved in the glycolysis pathway, is probably responsible for the active
mobilization and utilization of exogenous sucrose supplied by tissue culture media
(Winkelmann et al. 2006; Palama et al. 2010). It is possible that glycolytic metabolism
and carbohydrate synthesis are involved in callus initiation and that enhanced glycolysis
is probably involved in cellular division, differentiation in the callus (Tan et al. 2013)
and somatic embryogenesis (Varhanikova et al. 2014). It is probable that embryogenic
cells need more energy for their metabolic changes (Lyngved et al. 2008). Since
embryogenesis is a developmental process connected with biosynthesis of many
compounds, cell division and cell elongation, glycolysis is important for energy supply
and formation of several metabolic intermediates associated with the biosynthesis of
fatty acids, aromatic compounds and amino acids (Rode et al. 2011).

Some differentially expressed proteins associated to metabolic processes are
capable of triggering morphogenesis in in vitro plants, especially somatic
embryogenesis in other species. Transketolase was the first most abundant differentially
expressed protein in this category, 271.65-fold more abundant in type | than in type Il
callus (Table 03). This protein has already been reported as more abundant in

embryogenic than in non-embryogenic cultures (Marsoni et al. 2008) and as unique in



158

embryogenic callus of Cyclamen persicum (Lyngved et al. 2008). Furthermore,
according to Marsoni et al. (2008) the overexpression of the transketolase could be
correlated to the active proliferation of SE (somatic embryogenesis), which needs
biosynthetic intermediates and NADPH. Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH) is an enzyme of the glycolysis pathway which catalyzes key steps in energy
metabolism and in partitioning reducing power in the form of NADPH to the cytosol
(Zhang et al. 2009). This study (Table 03) found differential expression for three
GAPDH (Table 01): two up-regulated (AOA076E907 and C7E3U4) and one down-
regulated (P17878). GAPDH showed a significant increase in expression in EC of grape
and Vanilla planifolia (Palama et al. 2010; Zhang et al. 2009), were found in higher
amount in somatic rather than zygotic embryos (Winkelmann et al. 2006), and was
unique in EC of Cyclamen persicum (Lyngved et al. 2008). Vacuolar ATP synthase
subunit B2, ATP synthase subunit beta and ATPase alpha F1 were highly up-regulated
in ES compared to NES of Cyclamen persicum, and ATPase alpha F1 was the most
abundant unique embryo-specific protein for this species (Lyngved et al. 2008).
According to the authors, it is probable that the embryogenic cells need more energy for
their metabolic changes, and in the present study three ATPases (I3NVX2, Q8GUB4,
Q8GUBS5) were up-regulated in type I callus (Table 03). The NADP dependant malic
enzyme was the third most differentially expressed protein in type I callus, 119.38-fold
up-regulated in comparison to type Il callus (Table 03). Similar results have been
obtained in Vanilla planifolia (Palama et al. 2010), which suggests that the initiation of
organogenesis in callus is correlated to the setting up of the photosynthesis system
(Palama et al. 2010). Other proteins up-regulated in type I callus related to metabolic

processes, such as alcohol dehydrogenase and glucan endo-1,3-B-glucosidase (Table
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03), were related to differentiation of rice callus (Yin et al. 2008) and ECs of
Cyphomandra betacea (Correia et al. 2012), respectively.

Glutamine synthetase and glutamate synthase are enzymes related to nitrogen
metabolism. Glutamine synthetase proteins assimilate or recycle ammonia into
glutamine (Zhang et al. 2009) and comprised the second differentially expressed
protein group in this study, 176.49-fold more expressed in type I callus (Table 03). Its
overexpression may be related to the increase in amino acids required for protein
synthesis during the growth and development of plants (Miflin & Habash, 2002). This
protein was up-regulated in embryogenic callus of maize (Varhanikova et al. 2014) and
is considered to be indispensable in rice callus differentiation (Yin et al. 2008).
Furthermore, it was detected exclusively in EC of Vitis vinifera (Zhang et al. 2009) and
was associated with callus regeneration in Vanilla planifolia (Palama et al 2010).

The spermidine synthase metabolism-related protein was up-regulated in type |
callus (11.65-fold) (Table 03). The overexpression of this protein was related to somatic
embryogenesis in Citrus sinensis (Pan et al. 2009) and Cyphomandra betacea (Correia
et al. 2012). In Citrus, the transient increase in spermidine synthase preceded the
appearance of embryos in globular stage (Pan et al. 2009). Several studies have shown
correlations between increase in polyamine (PAs) levels with cell division and a drop in
polyamines during reduction of metabolic activity. Furthermore, the authors suggest the
involvement of PAs in the interaction of cell wall components that aids cell wall rigidity
and cell-to-cell adhesion (Bais & Ravishankar, 2002), key functions during induction
and multiplication of in vitro callus. Other studies have also demonstrated that the
polyamines spermine and spermidine were active in lower cellular levels of ROS (Khan

etal. 1992).
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Some down-regulated proteins in callus type | were also related to
morphogenetic processes in other species (Table 03). Phosphoglucomutase cytoplasmic,
which catalyzes the conversion of glucose-1-phosphate into glucose-6-phosphate, was
more abundant in EC in maize (Varhanikova et al. 2014). Fructose-bisphosphate
aldolase was expressed in ECs and NECs in Medicago truncatula (Almeida et al. 2012),
Cyphomandra betacea (Correia et al. 2012) and were found in higher amount in somatic
embryos of Cyclamen persicum (Winkelmann et al. 2006). According to the authors,
although this enzyme is involved in the glycolysis pathway (Almeida et al. 2012), it
seems to point to housekeeping functions rather than to particular pathways directly
related with embryogenic competence acquisition (Correia et al. 2012).

In accordance with Yin et al (2008) plant growth regulators may interfere with
the expression of proteins related to carbohydrate and energy synthesis, which may
explain the overexpression of several morphogenesis related proteins in type | callus
(induced using picloram 100 pM).

Some conditions during in vitro culture such as presence of plant growth
regulators (Yin et al. 2008; Pan et al. 2010; Tan et al. 2013) and excising tissue from the
parent plant, subjecting to sterilization procedures, cutting into pieces, and introduction
in an artificial culture environment (Karimi and Saidi, 2009) are factors that induce
stress in vitro and can cause changes in the type and relative amount of stress proteins
of in vitro induced callus. During stress, many enzymes and structural proteins undergo
deleterious structural and functional changes and, usually, cause protein dysfunction
(Rodziewicz et al. 2014; Wang et al. 2004). The molecular response of plants to stress
has been often considered a complex process based mainly on the modulation of
transcriptional activity of stress-related genes (Karimi & Saidi, 2009; Zhang et al.

2009). Stress response proteins are frequently reported in dividing cells and tissues
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(Correia et al. 2012) and, according to Tan et al. (2013), the abundant expression of
proteins related to stress demonstrate their important roles in callus formation, as they
may afford protective and other functions during the callus differentiation process.
Stress/defense proteins play an important role in plant development to ensure the
coordinated growth of tissues (Yin et al. 2007). Therefore, the expression of totipotency
in cultured somatic cells may be part of a general stress adaptative process that implies a
fine regulation of auxin and stress signaling resulting in the restart of cell division and
embryogenic competence acquisition (Correia et al. 2012).

Heat shock proteins (HSP)/chaperones are a large family of proteins playing
roles in keeping cellular homeostasis both under optimal growth conditions and under
stress (Rodziewicz et al. 2014) such as high temperatures and other stresses (Correia et
al. 2012). HSP 70 and cytosolic HSP 70 proteins were overexpressed in type | callus
(Table 03). In addition to its general chaperone functions (i.e. preventing aggregation
and assisting in the refolding of non-native proteins under stress conditions), HSP 70
might play a broad role by participating in modulating the expression of many
downstream genes in signal transduction pathways both during stress and under normal
growth conditions, and cytosolic HSP 70 maintains the organellar precursor proteins in
an import-competent stage (Wang et al. 2004). In Cyphomandra betacea (Correia et al.
2012) and Vitis vinifera (Zhang et al. 2009) HSP 70 were expressed at higher levels in
ECs than in NECs. In Cyclamen persicum they were found to be present in higher
relative levels in somatic rather than in zygotic embryos and the authors suggest that
their accumulation is involved in triggering somatic embryogenesis (Winkelmann et al.
2006). Furthermore, two HSP 18.3(Q05832; E5LLEQ) were down-regulated in type I
callus (Table 03). Small heat shock proteins (sHsps) is the most complex group of HSPs

in plants (Kotak et al. 2007) and form the first line of defense against protein
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aggregation in order to maintain protein homeostasis (Haslbeck & Vierling, 2015).
According to some authors this proteins are involved in the protection of practically all
cellular compartments (Kotak et al. 2007).

Some enzymes related to oxidative stress showed differential expression in S.
luetzelburgii callus. Oxygen molecules in different states of oxido-reduction and
electronic excitation, as well as compounds of oxygen with hydrogen, chlorine and
nitrogen constitute the class of reactive oxygen species (ROS) (Pfeiffer & Hoftberger,
2001). Although an unbalanced generation of these species induces detrimental
oxidation of macromolecules including DNA, proteins, and lipids, ROS have important
roles as second messengers in plant development (Pfeiffer & Hoftberger, 2001; Bela et
al. 2015). According to Pfeiffer & Hoftberger (2001), auxin can induce the production
of ROS in suspension cells of Chenopodium rubrum, which may explain the
overexpression of glutathione peroxidase (GPX) in type I callus (8.97-fold) (Table 03).
In addition, the activities of antioxidant enzymes GPXs may regulate development and
plant regeneration. The overexpression of phospholipid hydroperoxide glutathione
peroxidase (PHGPx), a member of the GPX family, during shoot organogenesis in
plants (Faltin et al. 2010) indicates that GPX is most probably modulated by ROS-
dependent developmental and metabolic signals, which can alter differentiation-related
events during plant regeneration (Bela et al. 2015). Additionally, some authors have
suggested ROS-related proteins to be associated to cell wall elongation (Almeida et al.
2012) and cell division regulation (Takak et al. 2011). Glutathione S-transferase (GST)
was also up-regulated in type | callus (Table 03). In Medicago truncatula, it showed a
constant increase in expression in both strains, embryogenic and non-embryogenic,
reflecting explant response to in vitro stress, even though a decrease in GST expression

occurs after the first embryos are formed (Almeida et al. 2012). In Cyclamen persicum it
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was found to be present in higher relative levels in somatic rather than in zygotic
embryos, and it is also involved in the response to auxin or oxidative stress
(Winkelmann et al. 2006). The overexpression of this enzyme in type | callus may be
related to the addition of auxin in the induction medium. According to Karami & Saidi
(2010), transcripts of GST genes were detected in abundance during auxin induction
and in somatic embryos.

Catalase dismutates H,O, to H,O and O, in peroxisomes and is an important
player in stress-induced cell apoptosis (Zhang et al. 2009). In Vitis vinifera, catalase
protein levels were found more than 2 times higher in NEC than in EC (Zhang et al.
2009), and in the present study it was down-regulated in type | callus (Table 03).
However, in Cyclamen persicum it was up-regulated in ES, and according to the authors
it takes part in energy metabolism and amino acid metabolism (Lyngved et al. 2008).

Several strains of ribosomal proteins were expressed differently in the analyzed
callus. The overexpression of proteins involved in protein biosynthesis, namely
ribosomal proteins, suggests that protein metabolism is a key factor for somatic
embryogenesis induction (Correia et al. 2012). However, the ribosomal protein S27
showed similar levels in highly embryogenic and non-embyogenic callus in Medicago
truncatula (Almeida et al. 2012). Similarly, in both callus types there were differential
expression of several ribosomal proteins: four were up-regulated (P02398, G5DWZ5,
BOLN88, T2A7L5) while two were down-regulated (P82277, J7TFB51) (Table 03).

Some proteins, although not part of the preceding categories according to the
BLAST2GO results, have a significant role in in vitro morphogenesis of other plant
species. Late embryogenesis abundant protein (LEA) was overexpressed in type Il
callus (4.75-fold) (Table 03). In Ferocactus peninsulae var. townsendianus, the

expression of LEA protein was identified in mature seeds and seedlings subjected, or
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not, to a single or multiple hydration-dehydration cycles (Lopez-Urrutia et al. 2014).
This protein is involved in protecting plants from damage caused by environmental
stresses, especially drought (dehydration), as they play a role in protecting the embryo
during desiccation and are formed during the late period of seed development
(Zimmerman et al. 1993; Hong-Bo et al. 2005). Despite the expression of LEA proteins
being related to the final stage of embryogenesis, one of the genes encoding a LEA
protein, the EMB-1 LEA gene, was expressed in somatic and zygotic embryos in the
early stages of embryo development (Wurtele et al. 1993). This can explain the
expression of LEA protein in both callus analyzed, although somatic embryos have not
been found in either. According to Zimmerman (1993), callus cells and particularly
proembryogenic masses (PEMSs) contained in the callus, already express many genes
that will be expressed in at least the globular stage of embryogenesis. Besides being
induced by desiccation stress, many of LEA protein genes can be induced by abscisic
acid (ABA) (Dure, 1989; Hong-Bo et al. 2005). The ABA responsive element binding
factor, a protein associated with stress response and abiotic stimuli, was also

overexpressed in type Il callus (109.29-fold) (Table 03).

CONCLUSIONS

This is the first study to analyze the in vitro callus proteome of a representative
of the Cactaceae family and can serve as a basis for more advanced studies in the
family, for cultivated and native species. The in vitro callus induction of
Stephanocereus luetzelburgii is mainly associated with the expression of many proteins
related to metabolism and stress, being induced by general culture conditions such as
the exogenous addition of sucrose to the culture medium and the different stimuli for

callus induction. The expression of somatic embryogenesis marker proteins mainly
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related to stress response for other species suggests that the callus analyzed, especially
type I callus, has potential for in vitro regeneration provided the ideal stimuli are offered
to induce a specific route of in vitro development. New studies regarding in vitro
morphogenesis are encouraged for representatives of this family since large-scale
multiplication can reduce impact on natural populations, especially for native species

with ornamental potential.
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SUPPLEMENTARY TABLE

Table 01. Unique protein in type | and type Il callus of Stephanocereus luetzelburgii derived

from in vitro tissue culture.
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Peptide  Confidence
Accession count score Description
Type | callus

Ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large

Q8MFQ7 1 54,6574 subunit (Fragment)
Type Il callus
G5DXB1 1 5,1072 Importin subunit alpha-1 (Fragment)
Q76K86 1 121,5242 Actin (Fragment)
AO0A075J0U4 1 10,9046 Phosphoenolpyruvate carboxylase (Fragment)
10CC95 1 16,0087 Type Il peroxiredoxin
Q20CcC1 1 5,104 Fgenesh protein 125
ATKBS1 1 5,5162 NADH dehydrogenase subunit 9 (Fragment)
081336 1 69,7502 Catalase
QIMFA4 1 5,219 Orfl10a protein
Q40259 2 13,9265 MipD protein
I6PA38 2 16,8598 Maturase K (Fragment)
G5DXN1 1 25,0153 Malic enzyme (Fragment)
D7RVZ8 1 5,0755 Sex-linked protein 9 (Fragment)
U6BS35 1 23,9563 Vacuolar H+-pyrophosphatase
H6T8BO 1 58,5071 ATP synthase subunit beta (Fragment)
G2XLT5 1 10,6149 Uncharacterized protein
FENR 1 15,6568 Ferredoxin--NADP reductase, chloroplastic
Q1zY16 1 5,2208 Fgenesh protein 72
Q41367 1 5,0263 24 kDa RNA binding protein (Fragment)
C6FJY8 1 5,292 RNA polymerase B (Fragment)
GOYEL6 1 52,093 Hypothetical chloroplast RF2 (Fragment)
D3WF16 1 5,7341 30S ribosomal protein S14, chloroplastic
G8A3M7 1 74,4215 ATP synthase subunit beta (Fragment)
VATE 1 32,9053 V-type proton ATPase subunit E
SAWET6 1 16,4554 Alpha tubulin (Fragment)




Table 02. Up-regulated proteins.
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Peptide Confidence Max fold
Accession  count score change Description
Response to stress
P02398 2 10.3108 20.21 50S ribosomal protein L12, chloroplastic
5-methyltetrahydropteroyltriglutamate--
P93263 32 222.462 3.56 homocysteine methyltransferase
Adenine nucleotide alpha hydrolases-like protein
G5DW?21 4 27.7716 9.98 (Fragment)
022664 37 308.075 2.51 Cytosolic heat shock 70 protein
B5M1Y7 7 55.1395 8.97 Glutathione peroxidase
050036 10 59.0471 20.77 Heat shock 70 protein
Q76H85 5 32.1042 6.07 Histone H4
Q93YG1 15 149.3927 19.42 Monodehydroascorbate reductase
G9JWES 1 5.0713 17.45 Phytochelatin synthase
HI9BFLO 11 62.6501 3.95 Putative luminal binding protein 7B4 (Fragment)
QILKP3 10.2316 20.66 Putative potassium channel protein Mktlp
C3UMT?2 1 10.7356 10.88 Putative uncharacterized protein 09HZ3 (Fragment)
QIM5K6 10.6254 10.82 rRNA N-glycosidase OS=Chenopodium album
I3NVX2 25 166.4147 14.73 V-type ATPase subunit A
Q76LA9 1 5.3694 10.20 WRKY transcription factor 1

Response to abiotic stimulus

P93263 32 222.462
024360 1 5.3459
Q76H85 5 32.1042
Q93YG1 15 149.3927
G9JWES 1 5.0713
H9BFLO 11 62.6501
QILKP3 1 10.2316
I3NVX2 25 166.4147
Response to biotic stimulus

P02398 2 10.3108
G9JWES 1 5.0713
Q76LA9 1 5.3694

3.56
6.09
6.07
19.42
17.45
3.95
20.66
14.73

20.21
17.45
10.20

Protein metabolic process/ metabolic process

P93263 32 222.462
H2EP74 7 49.8767
Q5QJY8 8 56.9824
Q5PT35 2 11.5554
S4STH4 2 11.3336
081919 8 55.1683
P41210 2 16.2298
Q3LFN3 1 5.0548
T1DFB3 1 5.0522
022664 37 308.075

3.56
3.93
32.04
7.52
4.35
9.22
133.52
128.38
25.55
2.51

5-methyltetrahydropteroyltriglutamate--
homocysteine methyltransferase

CP12

Histone H4

Monodehydroascorbate reductase

Phytochelatin synthase

Putative luminal binding protein 7B4 (Fragment)
Putative potassium channel protein Mktlp
V-type ATPase subunit A

50S ribosomal protein L12, chloroplastic
Phytochelatin synthase
WRKY transcription factor 1

5-methyltetrahydropteroyltriglutamate--
homocysteine methyltransferase

ADP-ribosylation factor 1

Alcohol dehydrogenase

Aspartic proteinase 9

Betaine aldehyde dehydrogenase
Calreticulin

Caltractin

Cysteine proteinase (Fragment)
Cytochrome P450 71A25 (Fragment)
Cytosolic heat shock 70 protein
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DNA polymerase alpha subunit B family protein

G5DXF7 1 5.1542 29.56 (Fragment)
I6PD11 3 15.5249 3.05 Glutamate synthase
Q9AXD1 5 28.4672 176.49 Glutamine synthetase
B5M1Y7 7 55.1395 8.97 Glutathione peroxidase
QOPVD1 2 11.8083 2.50 Glutathione S-transferase
AOAQ76E9 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
07 16 163.8161 47.05 (Fragment)
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase C-2
C7E3U4 16 164.3645 9.37 (Fragment)
ROUES81 1 10.0744 3.26 Glyoxylate aminotransferase (Fragment)
050036 10 59.0471 20.77 Heat shock 70 protein
Q42434 28 163.5961 2.68 Luminal-binding protein
Q4H1G2 25 166.4654 2.61 Methionine synthase
Q93YG1 15 149.3927 19.42 Monodehydroascorbate reductase
DOQM29 4 26.3072 2.82 NADH dehydrogenase subunit 9 (Fragment)
P37223 6 46.5517 119.38 NADP-dependent malic enzyme
P93268 1 5.8734 2.93 Nt-rablle homolog (Fragment)
G9JWES 1 5.0713 17.45 Phytochelatin synthase
I6TMC2 1 5.1137 12.44 Plasma membrane P450 CYP81B2
R4V0UG6 1 5.3439 3.06 Putative cytochrome P450
HI9BFLO 11 62.6501 3.95 Putative luminal binding protein 7B4 (Fragment)
QI9XGAl 5 31.3414 29.92 Ribose-phosphate pyrophosphokinase 4
P93254 10 79.9645 17.19 S-adenosylmethionine synthase
Q5EVLS8 2 10.4502 11.86 Spermidine synthase (Fragment)
Q941A8 1 5.206 271.65 Transketolase
Q8GUB4 4 26.2507 2.34 Vacuolar ATPase subunit G
IBNVX2 25 166.4147 14.73 V-type ATPase subunit A
Q76LA9 1 5.3694 10.20 WRKY transcription factor 1

Carbohydrate metabolic process
2,3-bisphosphoglycerate-independent

Q42908 2 10.8729 2.84 phosphoglycerate mutase

QO6SNO 1 11.4548 19.66 Acid chitinase

Q9S9F7 3 16.0041 4.22 Chitinase-B, PLC-B

024360 1 5.3459 6.09 CP12

QIXFW8 1 5.0298 11.02 Glucan endo-1,3-beta-D-glucosidase
Q93YG1 15 149.3927 19.42 Monodehydroascorbate reductase
P37223 6 46.5517 119.38 NADP-dependent malic enzyme
I3NVX2 25 166.4147 14.73 V-type ATPase subunit A

Lipid metabolic process

Q5PT35 2 11.5554 7.52 Aspartic proteinase 9

P37223 6 46.5517 119.38 NADP-dependent malic enzyme
G5DW63 2 10.8491 2.50 Phosphatidylserine decarboxylase (Fragment)
G9JWES 1 5.0713 17.45 Phytochelatin synthase
Photosynthesis

024360 1 5.3459 6.09 CP12 OS=Spinacia oleracea

T1DFB3 1 5.0522 25.55 Cytochrome P450 71A25 (Fragment)



H2BBI3 1 5.4765 31.05
P12355 10.3846 17.71
G9JWES 1 5.0713 17.45
Cell differentiation

QILKP3 1 10.2316 20.66
C3UMT2 1 10.7356 10.88
Cell growth

QILKP3 1 10.2316 20.66
I3NVX2 25 166.4147 14.73
Cell cycle

P41210 2 16.2298 133.52
G5DXF7 1 5.1542 29.56
Anatomical structure morphogenesis

QILKP3 1 10.2316 20.66
C3UMT?2 1 10.7356 10.88
I3NVX2 25 166.4147 14.73
Cellular component organization

P41210 2 16.2298 133.52
G5DXF7 1 5.1542 29.56
B5M1Y7 7 55.1395 8.97
Q76H85 5 32.1042 6.07
P37223 6 46.5517 119.38
G9JWES 1 5.0713 17.45
QILKP3 1 10.2316 20.66
C3UMT2 1 10.7356 10.88
IBNVX2 25 166.4147 14.73
Transport/transporter activity

H2EP74 7 49.8767 3.93
024360 1 5.3459 6.09
VIPER9 1 5.25 114.17
P93265 3 15.5385 3.92
T1D1H9 2 15.3775 2.35
H2BBI3 1 5.4765 31.05
P93268 1 5.8734 2.93
G9JWES 1 5.0713 17.45
Q9IMB82 2 11.0981 3.36
Q39439 2 11.8202 2.46
QILKP3 1 10.2316 20.66
Q8GUB5 17 132.6658 3.10
Q8GUB4 4 26.2507 2.34
I3NVX2 25 166.4147 14.73
Other

G5DWZ5 5.189 2.40
022334 5.0626 8.39

174

NADH dehydrogenase subunit 4L (Fragment)
Photosystem | reaction center subunit I11,
chloroplastic

Phytochelatin synthase

Putative potassium channel protein Mktlp
Putative uncharacterized protein 09HZ3 (Fragment)

Putative potassium channel protein Mktlp
V-type ATPase subunit A

Caltractin
DNA polymerase alpha subunit B family protein
(Fragment)

Putative potassium channel protein Mktlp
Putative uncharacterized protein 09HZ3 (Fragment)
V-type ATPase subunit A

Caltractin
DNA polymerase alpha subunit B family protein
(Fragment)

Glutathione peroxidase

Histone H4

NADP-dependent malic enzyme

Phytochelatin synthase

Putative potassium channel protein Mktlp

Putative uncharacterized protein 09HZ3 (Fragment)
V-type ATPase subunit A

ADP-ribosylation factor 1

CP12

envelope membrane protein, chloroplastic
H+-transporting ATPase

Magnesium transporter (Fragment)

NADH dehydrogenase subunit 4L (Fragment)
Nt-rablle homolog (Fragment)
Phytochelatin synthase

Plasma membrane H+-ATPase (Fragment)
Plasma membrane major intrinsic protein 1
Putative potassium channel protein Mkt1p
Vacuolar ATPase subunit B

Vacuolar ATPase subunit G

V-type ATPase subunit A

40S ribosomal protein S11-1 (Fragment)
ACC synthase
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K4ANPF7 4 21.4644 7.15 ACD-sHsps-like protein

AP2 domain-containing transcription factor
H9BPO1 1 5.0313 3.38 (Fragment)
J7LC19 1 5.2093 2.56 Calcium dependent protein kinase 3
Q19T65 1 10.7698 12.07 CYCLOIDEA-like (Fragment)
Q7M1L4 1 5.3748 40.68 Dodecandrin (Fragment)
AOA075VN
PO 2 10.7645 278.64 FRIGIDA-like protein (Fragment)
Q7XBL5 2 10.2609 30.45 FRUITFULL-like MADS-box (Fragment)
Q8WKL9 6 43.4946 28.41 Maturase K
G5DW09 1 5.4191 7.13 Nucleotidyltransferase family protein (Fragment)
K9J9X6 3 15.6265 41.13 Phenylalanine ammonia-lyase
G5DWJ6 3 20.8853 2.92 Protein TRF-like protein (Fragment)
B2LGIO 1 5.2517 14.89 Putative fructose-2,6-bisphosphatase (Fragment)
EON1E2 1 5.2824 2.62 Putative oxoglutarate dehydrogenase (Fragment)
E6ZEQ7 1 10.9458 28.71 Putative uncharacterized protein orf103a
E8ZC96 1 5.0345 3.93 Putative uncharacterized protein orf224b
E6ZE72 1 10.026 2.89 Putative uncharacterized protein orf270
BOLN88 2 10.4429 3.69 Ribosomal protein S12 (Fragment)
T2A7L5 1 5.8576 13.56 Ribosomal protein S16 (Fragment)
QO08N3 2 10.8578 3.25 RNA polymerase | (Fragment)
B5T3F8 1 11.1494 7.39 RNA polymerase subunit (Fragment)
Q8L5T3 2 15.3024 65.97 Rubisco activase
T1YW73 2 15.8064 20.64 Salinity-induced protein
080394 1 10.4474 42.79 Transcription factor Vpl

Table 03. Down-regulated proteins.

Peptide  Confidence  Max fold

Accession count score change Description

Response to stress

NODR69 1 5.3261 109.29 ABA responsive element binding factor

Q6IVX4 2 19.3684 78.47 Basic chitinase 2-1
WOFHL5 32 277.8355 3.86 Catalase
ALYGW7 2 15.5999 14.15 Drought-induced protein DRI15

Q05832 9 50.4024 3.79 Heat shock protein 18.3 kDa class |

ESLLEQ 9 52.7575 5.91 Heat shock protein Hsp18.3

065178 6 57.7234 4.85 Major latex protein homolog

P29409 6 52.3808 2.38 Phosphoglycerate kinase, chloroplastic (Fragment)
Q9AVUS 29 202.8883 2.90 Putative vacuolar ATP Synthase subunit A
C1KEUO0 20 127.1437 7.04 Sal k 3 pollen allergen (Fragment)

Succinyl-CoA ligase [GDP-forming] subunit beta

G5DX89 2 20.8194 27.48 (Fragment)

Response to abiotic stimulus
NODRG69 1 5.3261 109.29 ABA responsive element binding factor



G5DWR5 2 11.4837 3.69
G5DXB4 2 10.3351 2.35
P29409 6 52.3808 2.38
Q717V7 6 37.2604 3.51
P00289 1 5.2664 26.13
Q9AVUS 29 202.8883 2.90
C1KEUO0 20 127.1437 7.04
G5DX89 2 20.8194 27.48
Response to biotic stimulus

065178 6 57.7234 4.85
P29409 6 52.3808 2.38

Protein metabolic process/metabolic process

CATGAG6 1 5.0783 3.80
065162 4 32.0651 98.27
WOFHL5 32 277.8355 3.86
Q9FVE4 4 27.7318 26.91
B5MGN9 5 32.4758 2.61
P17878 22 197.2137 4.22
G1DE54 7 46.0537 14.84
G5DXB4 2 10.3351 2.35
P16097 10 70.779 3.99
P29409 52.3808 2.38
Q717Vv7 37.2604 3.51
P00289 5.2664 26.13
E3VW74 25 173.0785 3.75
Q9AVUS 29 202.8883 2.90
C1KEUO 20 127.1437 7.04
G5DX89 2 20.8194 27.48
Carbohydrate metabolic process

Q6IVX4 2 19.3684 78.47
P29356 12 85.4416 85.15
P17878 22 197.2137 4.22
G1DE54 7 46.0537 14.84
P93262 7 49.5928 4.95
P29409 6 52.3808 2.38
P00289 1 5.2664 26.13
Q41386 4 35.7038 4.07
Q9AVUS 29 202.8883 2.90
G5DX89 2 20.8194 27.48
T1E154 2 11.1276 3.58

Lipid metabolic process
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Chloroplast stem-loop binding protein (Fragment)
Mitotic spindle assembly checkpoint protein
(Fragment)

Phosphoglycerate kinase, chloroplastic (Fragment)
Phytochrome

Plastocyanin, chloroplastic

Putative vacuolar ATP Synthase subunit A

Sal k 3 pollen allergen (Fragment)
Succinyl-CoA ligase [GDP-forming] subunit beta
(Fragment)

Major latex protein homolog
Phosphoglycerate kinase, chloroplastic (Fragment)

4,5-DOPA dioxygenase
Caffeoyl-CoA O-methyltransferase
Catalase

Dehydroascorbate reductase

Glucosyltransferase
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase,
cytosolic

Malic enzyme
Muitotic spindle assembly checkpoint protein
(Fragment)

Phosphoenolpyruvate carboxylase 2
Phosphoglycerate kinase, chloroplastic (Fragment)
Phytochrome

Plastocyanin, chloroplastic

Pollen allergen MetE (Fragment)

Putative vacuolar ATP Synthase subunit A

Sal k 3 pollen allergen (Fragment)
Succinyl-CoA ligase [GDP-forming] subunit beta
(Fragment)

Basic chitinase 2-1

Fructose-bisphosphate aldolase, cytoplasmic
isozyme

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase,
cytosolic

Malic enzyme

Phosphoglucomutase, cytoplasmic
Phosphoglycerate kinase, chloroplastic (Fragment)
Plastocyanin, chloroplastic

Pullulanase OS=Spinacia oleracea

Putative vacuolar ATP Synthase subunit A
Succinyl-CoA ligase [GDP-forming] subunit beta
(Fragment)

Transaldolase (Fragment)
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p82277 2 15.3091 52.26 30S ribosomal protein 2, chloroplastic
B2LP40 1 5.519 6.16 Acetyl-CoA carboxylase D (Fragment)
G1DE54 7 46.0537 14.84 Malic enzyme
P29409 6 52.3808 2.38 Phosphoglycerate kinase, chloroplastic
Q41386 4 35.7038 4.07 Pullulanase
Photosynthesis
p82277 2 15.3091 52.26 30S ribosomal protein 2, chloroplastic
G5DWR5 2 11.4837 3.69 Chloroplast stem-loop binding protein (Fragment)
P16097 10 70.779 3.99 Phosphoenolpyruvate carboxylase 2
P29409 6 52.3808 2.38 Phosphoglycerate kinase, chloroplastic (Fragment)
VIOPEVS 3 21.2905 4.58 Photosystem 11 CP47 chlorophyll apoprotein
Cell differentiation
G5DWR5 2 11.4837 3.69 Chloroplast stem-loop binding protein (Fragment)
P00289 1 5.2664 26.13 Plastocyanin, chloroplastic
Cell growth
P00289 1 5.2664 26.13 Plastocyanin, chloroplastic
Q9AVUS 29 202.8883 2.90 Putative vacuolar ATP Synthase subunit A
Cell cycle
Mitotic spindle assembly checkpoint protein
G5DXB4 2 10.3351 2.35 (Fragment)
Anatomical structure morphogenesis
G5DWR5 2 11.4837 3.69 Chloroplast stem-loop binding protein (Fragment)
P00289 1 5.2664 26.13 Plastocyanin, chloroplastic
Q9AVUS 29 202.8883 2.90 Putative vacuolar ATP Synthase subunit A
Cellular component organization
G5DWR5 2 11.4837 3.69 Chloroplast stem-loop binding protein (Fragment)
Q9FVE4 4 27.7318 26.91 Dehydroascorbate reductase
Q9AXQ7 3 23.1988 4.12 Eukaryotic translation initiation factor 5A
HI9BNZ7 4 33.9202 3.10 Eukaryotic translation initiation factor 5A4
G1DE54 7 46.0537 14.84 Malic enzyme
Muitotic spindle assembly checkpoint protein
G5DXB4 2 10.3351 2.35 (Fragment)
P29409 6 52.3808 2.38 Phosphoglycerate kinase, chloroplastic (Fragment)
P00289 1 5.2664 26.13 Plastocyanin, chloroplastic
P93690 1 10.255 5.20 Preprotein translocase subunit SECY, chloroplastic
Q41386 4 35.7038 4.07 Pullulanase
Q9AVUS 29 202.8883 2.90 Putative vacuolar ATP Synthase subunit A
Succinyl-CoA ligase [GDP-forming] subunit beta
G5DX89 2 20.8194 27.48 (Fragment)
Tetratricopeptide repeat (TPR)-containing protein
G5DXD0 3 16.1368 3.10 (Fragment)
Transport/transporter activity
pP82277 2 15.3091 52.26 30S ribosomal protein 2, chloroplastic
H8XXL8 7 63.8723 5.51 Bobbit
P29409 6 52.3808 2.38 Phosphoglycerate kinase, chloroplastic (Fragment)
W8GLES 5 32.4664 6.77 Plasma membrane ATPase 4
P00289 1 5.2664 26.13 Plastocyanin, chloroplastic
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P93690 1 10.255 5.20 Preprotein translocase subunit SECY, chloroplastic
K4GMP7 4 26.6274 3.17 Putative potassium transporter KUP5 (Fragment)
Q9AVUS 29 202.8883 2.90 Putative vacuolar ATP Synthase subunit A
Q8VXT2 1 5.3151 3.05 V-ATPase subunit ¢ (Fragment)
Q9FEH7 2 10.9434 2.40 V-type H(+)-ATPase subunit E (Fragment)
Other
Q9M642 1 11.2732 148.24 22kDa storage protein (Fragment)
J7LKB6 3 15.7544 2.89 Calcium dependent protein kinase 2
P04353 10 86.5719 5.59 Calmodulin

FtsJ-like methyltransferase family protein
G5DVX5 4 25.9008 5.76 (Fragment)
W8E425 1 5.1713 4.75 Late embryogenesis abundant protein (Fragment)
002983 2 10.5453 17.75 ORF2280 gene homolog (Fragment)
Q5U689 5 27.6556 10.32 Orf670 protein
P08973 27 177.7041 4.44 Protein Ycf2

Putative calcium dependent protein kinase
B2LGJO 9 58.7357 3.03 (Fragment)
Q8RW11 1 12.486 101.70 Putative glycine rich protein
QOPELG6 9 46.9984 40.61 Putative integrase
E6ZDX4 3 15.8233 3.39 Putative uncharacterized protein orf102e
J7FB51 4 21.9498 6.38 Ribosomal protein L5
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CONSIDERACOES FINAIS

Para a inducdo da organogénese direta de brotos Discocactus zehntneri subsp
boomianus, sugere-se a utilizagdo de explantes transversais em meio MS isento
de regulador vegetal;

A inducdo de calo com potencial morfogenético em D. zehntneri ocorreu no
explante tipo TCL (thin cell layer) em meio MS suplementado com picloram
cultivado no escuro. Para tanto, a utilizacdo de meios nutritivos suplementados

com a menor concentracdo de regulador sdo mais indicados;

O protocolo de vitrificagdo aplicado para a conservacdo de brotos de D.
zehntneri ndo foi eficiente para manutencdo da integridade dos tecidos apos a

exposicao ao nitrogénio liquido (-196°C);

A manutencdo da qualidade fisiologica tanto para sementes armazenadas em
nitrogénio liquido (-196°C) quanto em ultrafreezer (-80°C) asseguram que a
conservacao ex situ de sementes de D. zehntneri pode ser uma alternativa para

conservacao dos recursos genéticos dessa espécie;

Os agentes osméticos sacarose e manitol foram eficientes em inibir o

crescimento in vitro da espécie por um ano sem perda na viabilidade;

A multiplicacdo de Stephanocereus luetzelburgii pode ocorrer em meio MS
isento de regulador vegetal e associa¢des entre citocininas e auxinas induziram a

formacéo de brotos hiperidricos;

A aclimatizacdo e enraizamento de brotos de S. luetzelburgii normais podem
ocorrer simultaneamente em condigfes ex vitro apresentando 100% de

sobrevivéncia;
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e A multiplicacdo de cinco gendtipos de S. luetzelburgii ao longo de quatro
geracOes sucessivas manteve o potencial morfogenético e a estabilidade

genotipica;

e A inducdo in vitro em calos de S. luetzelburgii esta relacionada & expressao de
proteinas relacionadas com o metabolismo e stress, sendo induzida por
condigdes gerais cultura, tais como a adicdo exdgena de sacarose no meio de

nutritivo e os diferentes estimulos para a inducéo de calo;

e A expressdo de proteinas marcadoras de embriogénese somatica sugere que as
linhagens de calo analisadas, especialmente calo do tipo I, tem um potencial para
a regeneracdo in vitro, desde que os estimulos especificos sejam oferecidos para

induzir uma via especifica de desenvolvimento.



