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APRESENTACAO

Apresentamos o livro “A Genética e a construgcéo de novos paradigmas nas Ciéncias
da Vida”, um material rico e direcionado a todos académicos e docentes com interesse pela
genética.

A genética e suas aplicacdes tem influenciado diversas pesquisas promissoras
em todo o mundo, contribuindo de forma significativa na saude, agricultura, economia e
biotecnologia. Aliada a revolugéo tecnologica essa subarea tem contribuido muito nos
Ultimos anos com o avango no campo da pesquisa. Como sabemos a genética possui
um campo vasto de aplicabilidades que podem colaborar e cooperar grandemente com
0s avancos cientificos e entender um pouco mais da pesquisa e recursos genéticos é o
enfoque desta obra.

Deste modo, abordamos nesta obra assuntos relativos aos avangos e dados cientificos
aplicados aos recursos genéticos, o leitor podera se aprofundar em temas direcionados a
mitose, salde e ambiente, célula e saude, Cromossomo Philadelphia, biometria, DRESS,
reacOes a drogas, exantema, ensino, laboratérios, extragdo DNA, tecidos vegetais, pureza
e integridade, Stylosanthes sp., Hylocereus, conservacgéo, variabilidade, RNA, método de
extracéo, Stylosanthes, telomeros, telomerase, micropropagacgéo, TCL, Crambe abyssinica
Hochst, germinagéo, producgéo, herdabilidade, divergéncia genética, cancer, Danio Rerio,
Eye Disorders, Kidney Disease, Neurological Disorders, In Vivo Animal model, dentre
outros.

Esperamos que mais uma vez o contetdo deste material possa somar de maneira
significativa aos novos conceitos aplicados a genética, influenciando e estimulando cada
vez mais a pesquisa nesta area em nosso pais. Parabenizamos cada autor pela teoria
bem fundamentada aliada a resultados promissores, e principalmente a Atena Editora por
permitir que o conhecimento seja difundido e disponibilizado para que as novas geracoes

se interessem cada vez mais pelo ensino e pesquisa em genética.
Desejo a todos uma excelente leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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Resumo: Visando solucionar problemas
relacionados com a dificuldade de propagacédo
e infecgbes virais, o cultivo in vifro tem sido
considerado uma importante ferramenta para
superar esses problemas. Dentre as diversas
técnicas que podem ser aplicadas in vitro,
a Thin Cell Layer (TCL) se destaca pela sua
aplicabilidade diversa. Este trabalho teve
por objetivo estabelecer um protocolo de
organogénese via TCL de Passsiflora edulis
Sims. Adicionalmente, o acompanhamento
morfoanatbmico do processo foi realizado.
Para tanto, ramos com cerca de 15 cm foram
coletados em campo, a partir de cinco genitores
elite: CPMSC1, CPGA1, MR1, CPMGA2 e
CPF1SSBR. Apos desinfestacao, os ramos foram
seccionados transversalmente em segmentos
com cerca de 1-2 mm e inoculadas em placas de
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Petri com meio de cultura de MS suplementado
com 4,45 uM de 6-Benzilaminopurina. O material
foi mantido na auséncia de luz durante 7 dias a
25+2°C e, posteriormente, mantido sob a mesma
temperatura e 16 horas de fotoperiodo. Ap6s 30
dias, os explantes foram avaliados quanto aos
percentuais de formacéo de calo e de brotos. Para
a andlise morfoanatdmica, foram selecionadas
explantes com brotacdes adventicias com 30
dias de cultivo. Apés os processos de preparo
das amostras para estudos anatdmicos, cortes
foram obtidos em micr6tomo rotatério manual.
Apds os processos de montagem, as laminas
foram analisadas em microscopio. Nao foram
detectadas diferencas estatisticas entre os
gendtipos em relagcdo a formagéo de calos e
brotos organogénicos, com valores médios de
57,4% e 5,6%, respectivamente. Com base nestes
resultados, conclui-se que a utilizacdo da TCL
pode ser uma técnica alternativa para a cultura
do maracujazeiro. No entanto, faz-se necessario
mais estudos analisando outros fatores que
podem contribuir para melhoria das taxas de
formacéo e alongamento de brotos como, por
exemplo, a necessidade de suplementacdo dos
meios com outros reguladores de crescimento.
PALAVRAS - CHAVE: Maracujazeiro.
Micropropagacgéo. TCL.

ORGANOGENESIS OF PASSION FRUIT
(Passiflora edulis Sims) USING THE TCL
TECHNIQUE (THIN CELL LAYER)
ABSTRACT: In order to solve problems such
as propagation difficulties and viral infections, in
vitro culture has been considered an important
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tool to overcome these problems. Among the techniques that can be applied in vitro, the
Thin Cell Layer (TCL) stands out for its diverse applicability. This work aimed to establish an
organogenesis protocol via TCL for Passiflora edulis Sims. In addition, morphoanatomical
monitoring of the process was carried out. For that, branches with about 15 cm were
collected from five parents used for seed production: CPMSC1, CPGA1, MR1, CPMGA2
and CPF1SSBR. After disinfestation, the branches were sectioned in segments of about 1-2
mm and inoculated in Petri dishes with MS culture medium supplemented with 4.45 yM of
6-Benzylaminopurine.The material was kept in the absence of light for 7 days at 25 + 2°C and,
subsequently, kept under the same temperature and 16 hours photoperiod. After 30 days, the
explants were evaluated for the percentage of callus formation and organogenic shoots. For
morphoanatomical analysis, explants with adventitious shoots with 30 days of cultivation were
selected. The fixation, dehydration and infiltration processes of the samples were performed
and cuts were obtained in a rotating manual microtome. After the assembly processes, the
slides were analyzed under a microscope. No statistical differences were detected between
genotypes in relation to the formation of calluses and organogenic shoots, with average values
of 57.4% and 5.6%, respectively. Based on these results, it is concluded that the use of TCL
can be an alternative technique for the cultivation of passion fruit. However, further studies
are needed analyzing other factors that may contribute to improving the formation rates and
elongation of organogenic shoots, such as, for example, the need for media supplementation
with other growth regulators.

KEYWORDS: Passion fruit. Micropropagation. TCL.

11 INTRODUGAO

O cultivo do maracujazeiro tem crescido longo dos anos, tanto nacional como
internacionalmente. No Brasil, ocorrem cerca de 150 espécies distribuidas em quatro
géneros, sendo Passiflora edulis Sims e P. alata as mais cultivadas mundialmente
(BERNACCI, 2003; JUNQUEIRA et al., 2005). A espécie P. edulis é a mais utilizada para
producao e comercializagao de frutos, concentrando maiores investimentos em pesquisa
para melhorar a produtividade (MELETTI, 2011). No entanto, outras espécies possuem
caracteristicas de interesse, assim como propriedades medicinais cientificamente
reconhecidas. Dentre elas, cita-se a P. foetida, a qual apresenta ac¢do antibacteriana
(MOHANASUNDARI et al., 2007).

O cultivo in vitro do maracujazeiro tem sido aplicado como alternativa para
multiplicacdo de material livre de fitopatdbgeno e, apesar de apresentar sucesso na
limpeza clonal do material, a multiplicagdo do material in vitro ainda pode ser aperfeicoada
(PRAMMANEE et al., 2011).

Dentre as diversas técnicas que podem ser aplicadas in vitro, a Thin Cell Layer
(TCL) (VAN, 1973) se destaca pela sua aplicabilidade diversa (Nhut et al., 2003). Pode ser
aplicada para obtencdo de embrides somaticos, brotagdes, raizes, entre outros (SILVA;
FUKAI, 2003). Um dos fatores mais importantes da técnica refere-se a espessura do

explante, pois permite um maior controle sobre as varaveis endégenas e exdgenas dos
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tecidos, que influenciam as respostas morfogénicas (NHUT et al., 2003). Por isso, a técnica
pode ser classificada conforme o corte realizado, podendo ser transversalmente (tTCL) ou
longitudinalmente (ITCL), com particularidades em relacdo aos tipos de células presentes
em cada corte (SILVA; DOBRANSZKI, 2013).

Aaplicagéo da técnica TCL é pouco documentada no cultivo in vitro de maracujazeiro.
Nhut et al. (2007) testaram a acao de diversos reguladores em explantes de P. edulis Sims
com espessura de 1 mm e indicaram a concentracéo de 4,45 yM de 6-Benzilaminopurina
(BAP) como a melhor para regeneracao de brotos.

Considerando o exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a possibilidade da
utilizacao da técnica tTCL para propagacao in vitro de cinco gendtipos elite de Passiflora
edulis Sims. Adicionalmente, o acompanhamento morfoanatémico do processo foi realizado.
Adicionalmente, objetivou-se investigar em termos anatdmicos as repostas morfogénicas
obtidas.

21 MATERIAL E METODOS

Os estudos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos Il da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia em Brasilia, DF. Para a montagem do experimento,
foram utilizados como fornecedores dos explantes, cinco genétipos elite de maracujazeiro
(Passiflora edulis Sims), a saber: CPMSC1, CPGA1, MR1, CPMGA2 e CPF1SSBR. O
material foi proveniente da Embrapa Produtos e Mercado, situada em Riacho Fundo II,
Brasilia, DF, e pertence ao Programa de Melhoramento Genético da Embrapa Cerrados,
Planaltina, DF.

Em laboratorio, brotos coletados foram reduzidos a aproximadamente 3 cm e
tiveram todas as folhas retiradas, deixando apenas uma gema lateral em cada microestaca.
Posteriormente, as microestacas foram imersas em alcool 70% (v/v) por 1 minuto, hipoclorito
de sbdio (NaClO) (1% de cloro ativo) e 3 gotas de Tween-20 por 15 minutos, seguido de
trés lavagens em agua destilada e autoclavada.

Com o auxilio de pinga e bisturi, foram removidas as extremidades da estaca para
evitar oxidacéo pelo hipoclorito e os segmentos internodais foram entdo seccionados
transversalmente em explantes com cerca de 1-2 mm de espessura (Figura 1A). Uma vez
seccionados, os explantes foram inoculadas imediatamente em placas de Petri (15 x 90 mm)
com meio de cultura contendo sais de MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) suplementado
com 30 g.L' de sacarose, 4,45 yM de 6-Benzilaminopurina (BAP), conforme Nhut et al.
(2007). Para a solidificagao do meio de cultura foram adicionados 2,5 g.L"' de Phytage/®
(SIGMA).

O material foi mantido na auséncia de luz durante 7 dias, a 25+2 °C. Apds esse
periodo, os explantes foram levados para sala crescimento sob condigcbes de 16 h de
fotoperiodo e irradiacdo de 100 pmol.m-2.s-1. O delineamento utilizado foi o inteiramente
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casualizado com 5 tratamentos (genétipos citados anteriormente) com 3 repeticbes cada,
sendo 20 explantes por repeticdo (placa). Apos 30 dias, os explantes foram avaliados
quanto aos percentuais de brotacdes adventicias e formacéo de calo. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) pelo teste F e, quando significativo, as médias
foram comparadas pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de significancia, por meio do
software estatistico R.

Para a andlise morfoanatdmica, explantes com brotagdes adventicias de 30 dias
de cultivo foram selecionados. Os processos de fixacdo, desidratacdo e infiliracdo das
amostras foram realizados conforme Silva-Cardoso et al. (2019). Cortes (3 a 5 ym) foram
obtidos em micr6tomo rotatério manual (Leica® RM2125RT), distendidos em chapa
aquecedora a 45 °C e aderidos as laminas microscépicas. Os cortes foram corados com
Azul de Toluidina (1%) (O’BRIEN; FEDER; MCCULLY, 1964). A obtencdo e andlise de
imagens foram realizadas via microscopio Leica DM 750 e programa Leica Application
Suite EZ.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apobs 10 dias de cultivo em meio com citocinina, observou-se intumescimento
na maioria dos explantes, em todos os genoétipos (Figura 1 B). Apos 20 dias de cultivo,
verificou-se a formacao de brota¢des adventicias na maioria dos genétipos, com excecao
do CPMSCH1. Ao final de 30 dias de cultivo todos os gendtipos apresentaram pelo menos um
explante com brotagdes adventicias (Figura 1C). A andlise dos resultados néo identificou
diferencas estatisticas entres os genotipos em relagdo a formagéo de brotacdes e calos,
com valores médios de 5,8%, 61%, respectivamente.

Nnhut et al. (2007) testaram diferentes reguladores de crescimento e obtiveram
100% de regeneracgao de brotos de P. edulis Sims em meio MS acrescido de 4,45 yM de
BAP, obtendo formagcdes semelhantes as obtidas neste estudo (Figura 1C). Estudos com
TCL reportaram altas porcentagens de brotacdo nos explantes. Silva e Fukai (2003), por
exemplo, testaram a influéncia de diversos reguladores de crescimento em Crisantemo
(Dendranthema grandiflorum Ramat Kitamura), obtendo 82% de explantes com brotacao
em MS acrescido de 4,45 yM de BAP.

A espessura do corte utilizada neste estudo (1-2 mm) pode ter influenciado na
baixa porcentagem de brotacbes obtidas. Estudos realizados por Nhut et al. (2001),
demonstraram a importancia da espessura do explante, obtendo maior taxa de brotacoes e
de explantes vivos com corte de espessura entre 3 — 4 mm. Na maioria dos trabalhos com
uso da técnica TCL, a ocorréncia de calos é recorrente (NHUT et al., 2001; SILVA; FUKAI,
2003), o que pode estar relacionado ao proprio estresse ocasionado pelo seccionamento
do explante, além da resposta ao regulador utilizado ou ao possivel estresse causado pelas
condi¢cdes de cultivo.
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FIGURA 1 - Aspecto morfoanatémico da organogénese a partir de explantes internodais
segmentados em Thin Cell Layer (TCL) de Passiflora edulis. A. Explante internodal
imediatamente antes do cultivo. B: Explante internodal intumescido ap6s 10 dias de

cultivo; observar protuberancias (seta). C: Explante com gemas adventicias (seta) apds

20 dias de cultivo. D: Segmento foliar com células epidérmicas e subepidérmicas com
caracteristicas meristematicas (pontilhado). E: Divisdes em células epidérmicas (pontilhado).

F, G: Protuberancias oriundas de divisdes de células periféricas do explante. H: Centros

meristematicos na regiéo interna do explante. |: Brotacdo adventicia em formagao; notar

conexdo vascular na regido inferior (retangulos). J, K: Secg¢éo anatémica evidenciando
protuberancia (seta) e gema adventicia com primoérdios foliares e meristema apical caulinar
evidentes. K: Detalhe de primordio foliar e meristema apical caulinar. AbreviagGes: (cm) centro
meristematico, (ep) epiderme, (ev) elemento de vaso, (mac) meristema apical caulinar, (pf)
primérdio foliar e (pt) protuberancia. Barras = A: 0,5 mm; B, C: 1 mm, D, E, K: 0,025 mm, F-H:
0,05 mme l, J: 0,1 mm.

As analises morfoanatdmicas revelaram o envolvimento de células epidérmicas
e subepidérmicas dos explantes com a formacdo de brota¢des adventicias (Figura 1D-
K). Essas células adquiriram caracteristicas meristeméticas, como nudcleos e nucléolos

evidentes e alta relagdo nucleo/citoplasma (VERDEIL et al., 2007) (Figura 1D, E) e
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dividiram-se formando protuberancias (Figura 1F, G), similares aquelas reportadas por
Fernando et al. (2007), das quais as gemas adventicias foram originadas. Salienta-se que
as gemas se desenvolveram preferencialmente sobre a parte superior do explante, a qual
ndo apresentava contato direto com o meio de cultura, assim como mencionado por Rocha,
Monte-Bello e Dornelas (2015).

Verificou-se também conexao vascular entre as gemas formadas e o explante de
origem (Figura 11), confirmando a ocorréncia da rota organogénica. Essa rota é considerada
predominante em Passiflora spp. e tem sido comumente relatada a partir de variadas fontes
de explantes, como hipocétilos (FERNANDO et al., 2007), explantes foliares (BECERRA;
FORERO; GONGORA, 2004), raizes (SILVA et al., 2011) e embrides zigbticos (ROCHA;
MONTE-BELLO; DORNELAS, 2015). As brota¢des obtidas apresentavam meristema apical
e primérdios foliares evidentes (Figura 1J, K).

41 CONCLUSAO

A técnica tTCL pode ser utilizada para multiplicagédo dos genétipos de Passiflora
edulis Sims estudados. Porém, faz-se necessario mais estudos analisando outros fatores
que podem ter contribuido para a baixa taxa de formagéo de brotos, como espessura dos
cortes e necessidade de suplementacdo do meio de cultura com outros reguladores de

crescimento.
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