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Resumo — A hibridizagéo in situ € uma técnica utilizada no estudo da localizagédo da
expressao de genes em diversas espécies. Em plantas de Brachiaria, o gene SERK é
considerado como marcador de embriogénese somatica, uma vez que se expressa em
células que apresentam potencial embriogénico. Este marcador pode ser muito util no
aperfeigoamento de metodologias para o cultivo in vitro de Brachiaria spp., visando a
transformagéo genética de espécies cultivadas. Pode também contribuir no desenvol-
vimento de processos mais rapidos de detecgdo do momento e local de aquisigéo do
potencial embriogénico de culturas celulares de Brachiaria brizantha.

Nesse trabalho, apresentamos a utilizagdo da metodologia de whole mount para
a rapida confirmacao e localizagdo da expressdo de SERK em agregados celulares e
calos embriogénicos advindos de células em suspensao cultivadas in vitro, permitindo
identificar células e regides com potencial embriogénico em culturas celulares de B.
brizantha.

Termos para indexagao: hibridizagéo in situ, whole mount, suspensao celular,
Brachiaria.
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Methodology for rapid identification of embryogenic regions in
cell suspension cultures of Brachiaria brizantha (A.Rich.) Stapf
(syn. Urochloa brizantha (Hochst. ex A.Rich.) R.D. Webster.

Abstract - In situ hybridization has been used to study gene expression in many
species. In Brachiaria plants, the SERK gene is used as an embryogenesis marker,
being expressed in cells that acquire the embryogenic potential. This marker can
be useful during the development of new in vitro tissue culture methodologies for
Brachiaria spp. aiming at the genetic transformation of cultivars. It can also contribute
to the development of quick processes to detect the moment and place of acquisition
embryogenic potential in Brachiaria brizantha cell cultures. Here we present a whole
mount in situ hybridization methodology for the rapid localization of SERK expression

in cell aggregates and calluses from in vitro cell suspension cultures.

Keywords: In situ hybridization, whole mount, cell suspension, Brachiaria



1. Introducao

No estudo de fungédo de genes envolvidos nos diversos processos biolégicos
séo utilizadas varias estratégias como: sequenciamento de RNA, DNA em larga esca-
la, analises de genomas e transcritomas por bioinformatica, caracterizagdo molecular
dos genes, transformacgao genética de plantas, quantificacéo e localizagao da expres-
séo dos genes e proteinas, entre outras. Para a localizagcado da expressao de genes,
de modo preciso, em células e tecidos, as metodologias de hibridizagao in situ sdo de
grande importancia. Dentre as varias técnicas de hibridizac¢ao in situ, aquela que utiliza
sonda de RNA marcada com digoxigenina tem sido a mais utilizada. Isto por ser esta
uma marcacao nao radioativa, podendo ser utilizada em laboratdérios que ndo possuem
cadastro para uso de radiois6topos. Entretanto, para o uso dessa técnica, os labora-
térios devem ter um minimo de infraestrutura para desenvolvimento de experimentos
utilizando cultura de tecidos, biologia molecular e microscopia 6tica. E essencial, por
exemplo, manter a integridade do RNA e, portanto, o trabalho deve ser realizado em
condigdes livres de RNAses nas solugdes e materiais a serem utilizados, incluindo o
material bioldgico (Dusi, 2015).

Resumidamente, a técnica de hibridizagdo in situ em secgdes semifinas inclui
as seguintes etapas: - fixagdo do material vegetal; desidratagdo do material; infiltracao
em matriz como parafina, mistura de parafina com poli-isobutileno, Paraplast ®, ou
resina butil metil metacrilato (BMM); seccionamento; deposig¢édo e adesao das secgdes
em laminas de vidro para microscopia; remog¢ao da matriz de infiltracdo. As laminas
séo entao submetidas ao processo de hibridizagao in situ (Dusi, 2015). Todo o proces-
so que engloba da infiltragdo ao seccionamento é trabalhoso e consome consideravel
tempo.

A metodologia de whole mount, a qual ndo inclui etapas de infiltragdo do ma-
terial em resina, polimerizacao, seccionamento e remogao da resina, é considerada
uma alternativa mais rapida a metodologia de hibridizagcdo em material seccionado,
podendo ser otimizada para localizagdo da expressado de genes em embribes, raizes,
hipocoétilos, folhas e outros (Hejatko et al., 2006). De modo geral, essa técnica inclui
a fixagdo de amostras e etapas de permeabilizagao do tecido, utilizando agentes que
permitam o acesso da sonda ao mRNA retido nos tecidos. Entre esses agentes estdo
a proteinase K, que digere proteinas expondo os acidos nucléicos, e é frequentemente
utilizada até mesmo em secgdes de tecidos (Schmidt, 1996; Wojcik, 2018), os acidos
(Lewis; Wells, 1992), detergentes e alcoois (Schmidt,1996).



A hibridizagao in situ tem sido utilizada para compreender o processo reprodu-
tivo (Dusi, 2001; Alves et al., 2007, Ferreira et al., 2018) e a embriogénese somatica de
Brachiaria (Koehler et al., 2020). A embriogénese soméatica envolve o cultivo de células
ou tecidos somaticos in vitro, a indugao de competéncia embriogénica e a formagao de
embrides somaticos. O gene SOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR-LIKE KINA-
SE, SERK, vem sendo detectado em varias espécies (Hecht et al., 2001; Koehler et al.,
2020; Oliveira et al., 2017; Rocha et al., 2016; Schmidt et al., 1997; Singla et al., 2009;
Somleva et al., 2000) como um marcador do processo de embriogénese somatica. A
localizagédo de transcritos de SERK por hibritizagdo in situ permite identificar células
com capacidade embriogénica e redirecionar o encaminhamento de etapas da cultura
in vitro, visando a regeneracdo de plantas. Em Brachiaria a expressdo de SERK foi
observada por hibridizagao in situ, em algumas células especificas de ovarios e ante-
ras (Dusi, 2001; Koehler et al., 2020), em calos embriogénicos e embrides somaticos
provenientes do cultivo in vitro de sementes maduras (Koehler et al., 2020).

Neste trabalho, visando estabelecer uma forma mais simples de rastreamento
de células com potencial embriogénico, comparamos os resultados de experimentos
de hibridizagao in situ de BbrizSERK, em agregados celulares embriogénicos e calos
de B. brizantha vindos de cultura de células em suspensao, infiltrados em BMM e sec-
cionados, com experimentos utilizando a técnica de hibridizagéo do tipo whole mount.
Os resultados da hibridizagao in situ sdo apresentados e mostram a viabilidade do uso
da hibridizagao via whole mount nesse sistema.

2. Material e Métodos

2.1 Material Vegetal

Sementes maduras de B. brizantha (syn. Urochloa brizantha) cv. Marandu,
BRA 000591 foram gentilmente cedidas pela Embrapa Gado de Corte, Campo Gran-
de - MS, Brasil. Suspensodes celulares foram obtidas a partir de calos advindos da
inoculagao de sementes descascadas em meio solido de indugcédo de embriogénese
e cultivados in vitro, posteriormente transferidos para meio liquido segundo protocolo
descrito por Cabral et al. (2015).



2.2 Infiltracdo em historesina

Com a finalidade de observar a morfologia dos agregados celulares e calos,
amostras com 15 dias em meio de cultura foram coletados e fixados em glutaraldeido
2%, paraformaldeido 2% e CaCl, 0,001 M em solugéo contendo cacodilato de sddio
0,2 M, pH 7,2. Inicialmente, foi aplicado vacuo por 1 h e em seguida a solugéo fixadora
foi trocada por nova solugdo e as amostras mantidas por aproximadamente 36 h a 4
°C. Em seguida, as amostras foram desidratadas em série etilica (de 10%, 30%, 50%,
70%, 80%, 90% e100%) e infiltradas em Historesin, Leica. Secg¢des histoldgicas de 5
MM foram obtidas em micrétomo rotativo e coradas com azul de toluidina 0,05% para
analise estrutural. As secgbes foram montadas em resina sintética Entellan ® MER-
CK), cobertas com laminula e analisadas em microscépio Optico Zeiss Axioskop2 HBO
100 w/2.

2.3 Fixagao do material vegetal para hibridizagao in situ

Agregados celulares, de células em suspenséo com 15 dias em meio de cul-
tura, foram coletados e imersos imediatamente em solugao fixadora contendo para-
formaldeido 4% e glutaraldeido 0,25% em tampéao fosfato de sédio 0,01M, pH 7,0. As
amostras foram mantidas sob vacuo por 1 h apos cada troca a temperatura ambiente.
A solugéo fixadora foi renovada e as amostras foram mantidas a 4 °C por 18 h As
amostras foram lavadas em tampao fosfato de sodio 0,01 M, pH 7,0 e desidratadas
em concentragdes crescentes de etanol (30%, 50% e 70%), por 1h apds cada troca.
Parte do material foi destinada a infiliragdo em resina e parte foi mantida a -20 °C para
hibridizagdo do tipo whole mount.

2.4 Infiltracdo em resina BMM e seccionamento

Os agregados celulares mantidos em etanol 70% foram desidratados em série
etilica (80%, 85%, 90% e 95%), seguido por etanol puro por trés periodos de 1 h cada.
Alinfiltracdo ocorreu em séries crescentes de etanol:BMM por pelo menos 4 h cada eta-
pa em cada proporgao: 5:1, 5:2, 5:3, 5:4; 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5; v/v, seguida por 24 h em
BMM puro, trés trocas. As amostras foram colocadas em capsulas plasticas contendo
BMM, e polimerizadas por 48 h, a -20 °C, sob luz ultravioleta (15 watts) e em seguida
mantidas a 4 °C. Sec¢des de 4 um foram obtidas em ultramicrétomo Leica Ultracut-
-UCT e colocadas sobre gotas de agua livre de RNAses, em Iaminas de microscopia
Probe On TM PLUS (Fischer Science Scientific). As sec¢des foram esticadas com va-
por de cloroférmio e as laminas mantidas por 1 h a 60 °C. As laminas foram guardadas
a 4 °C até o momento do uso. Antes da hibridizagdo o BMM foi removido por duas
incubagdes de 15 min em acetona pura, seguido por 10 min em acetona: agua tratada
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com DEPC (1:1, v/v) e duas vezes em agua tratada com DEPC (10 min).

2.5 Sintese da sonda de SERK marcada com digoxigenina

Um fragmento de 456 pb de uma regido conservada que codifica o dominio
Ser-Pro-Pro (SPP), especifico de SERK e ausente nas demais proteinas LRR quina-
ses, o dominio transmembrana e parte do dominio quinase foi utilizado como molde
para a sonda. Iniciadores especificos flanqueando essas regides, SERK-F (5’-CTC-
TCAGGAGAGGTGCCATC-3) e SERK-R (5-CACCGCCACCAATGAACCATCT-3), fo-
ram desenhados utilizando o programa Primer 3 (bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3/).
A reagao em cadeia da polimerase (PCR) ocorreu num volume final de 25 pL em solu-
¢éo contendo: 50 ng cDNA, 2,5 yL tampé&o Tag DNA polimerase (Phoneutria) (10x), 1
puL de dNTPs (1 mM ou seja, 0,25 mM cada); 1 yL de cada iniciador (200 nM de cada) e
0,5 yuL (2,5 U) de Tag DNA polimerase (Phoneutria). O programa de amplificagéo usado
foi: 94 °C por 1 min e 30 s, seguido por 31 ciclos de 94 °C 1 min, 55 °C 1 min, 72 °C 1
min e uma extenséo final a 72 °C por 4 min. A reagao foi submetida a eletroforese em
gel de agarose 1% em tampao TBE 1X a 100 V, por 30 min. A regido contendo o frag-

mento amplificado foi recortada do gel e o produto purificado com o kit Wizard SV gel
and PCR clean up (Promega). O fragmento foi clonado no vetor pGEM-T Easy Vector
Systems (Promega) que foi utilizado para transformagéo em E. coli XL1 blue. A orien-
tacdo do inserto no vetor, foi confirmada por sequenciamento utilizando os iniciadores
universais T7 e SP6.

O plasmideo contendo o inserto foi utilizado como molde para amplificacao
da sequéncia por PCR, utilizando as combinagbes de iniciadores T7 (forward) com
iniciador especifico SERK-R para a sonda senso, e SP6 (reverse) com o iniciador
especifico SERK-F para a sonda antisenso. Os produtos das reagdes de PCR foram
purificados em filtros Microcon® (Merck Millipore), quantificados por eletroforese em
gel de agarose 1% com o auxilio do marcador de peso molecular Low DNA Mass Lad-
der (Invitrogen). Para a sintese da sonda, 1 ug de cada um dos produtos purificados foi
utilizado. As sondas de mRNA, senso e antisenso, foram sintetizadas por transcri¢cao
in vitro, utilizando o DIG RNA Labeling kit (SP6/T7) (Roche) de acordo com instrugbes
do fabricante. A concentragéo da sonda marcada foi estimada por eletroforese em gel
de agarose 1,2 % utilizando como padréo de concentragao o controle de RNA marcado
com digoxigenina (vial 5), disponivel no kit de marcagdo. A concentragdo da sonda
foi entdo ajustada para 10 ng/mL em agua, como solugao estoque para o preparo da
solucdo de hibridizagéo.
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2.6 Solucéao de hibridizagao

Para as duas metodologias de hibridizagao, 60 ng de tRNA de levedura (Gibco
BRLA&) e 60 ng de sonda (senso ou antisenso) foram desnaturados a 80 °C por 5 min,
e adicionados a 100 pL de tampao de hibridizagdo (Tris-HCI 10 mM pH 7,5; NaCl 300
mM, formamida 50%, EDTA 1 mM pH 8,0; solucdo de Denhardt 1X).

2.7 Hibridizacdo em laminas contendo secg¢des histoldgicas

Para a hibridizagao, 100 pL de solugao de tampéo de hibridizagao foram colo-
cados em cada lamina contendo as secgdes e cobertas com Parafilm®. As laminas fo-
ram incubadas em camara Umida a 42 °C, no escuro, por um periodo de 15 horas. Apds
a hibridizacao, as laminas foram lavadas em solu¢do tampao SSC (Solugao-estoque
20x: NaCl 3M; Na3C6H5072H20 300 mM; pH 7), em concentracdes decrescentes de
4x, 2x, 1x e 0,5x, a 37 °C por 30 min cada a 42°C. Em seguida foram lavadas por 5 min
em tampéo 1 (Tris HCI 0,1M; NaCl 0,15 M, pH 7,5) e incubadas por 30 min em tampéao
2 [Blocking reagente 1% (Roche), dissolvido em tampao 1] em temperatura ambiente.
As secgdes foram novamente lavadas em tampao 1 por 5 min, e incubadas durante
1 h com anticorpo Anti-Digoxigenin- AP- Fab Fragments (Roche) diluido 1:1.000 em
tampao 1. O anticorpo livre foi removido por duas lavagens seguidas, de 15 min cada
em tampao 1 e uma lavagem de 5 min em tamp&o 3 (Tris HCI 0,1M; NaCl 0,1 M; MgCl,
0,05 M, pH 9,5). As secgdes foram incubadas em 200 uL de solugéo de coloragao
contendo 4,5 yL de BCIP (0,05 g/mL) e 4,5 pL de NBT (0,05 g/mL) diluidos em 1 mL de
tampao 3, por 45 min, no escuro. Para inativar a reagao, as laminas foram imersas no
tampao 4 (Tris-HCI 0,01M; EDTA 1mM, pH 8,0) por 10 min. As laminas foram monta-
das em glicerol 50%, examinadas em microscoépio de luz Axiophot (Zeiss) e fotodocu-
mentadas com camera digital (AxioCam Icc3 — Zeiss) e as imagens capturadas com o
software Axiovision 4.7 (Zeiss).

Hibridizagao in situ do tipo whole mount

Agregados celulares provenientes de suspensdes celulares previamente fixa-
dos e armazenados em etanol 70% a -20 °C, foram utilizados. Todo o processo, até
a observacéo ao microscopio, foi realizado em microtubos do tipo Eppendorf de 2,0
mL. As amostras foram reidratadas em série com concentragao decrescente de etanol
(50%, 40%, 30%, 10%) por 20 min cada e, em seguida, em tampao Tris-HCI (0,01 M,
pH 7,0), por 20 min. Posteriormente, as amostras foram tratadas com proteinase K em
tampao Tris-HCI pH 7,2 (12,5 mg/mL) a 37 °C, por 30 min. Apds seis lavagens rapidas
em tampéao Tris-HCL (0,01M pH 7,2), 100 uL de solugéo de hibridizagao, cicintendo a



sonda senso ou a sonda antisenso, foram adicionados a cada microtubo. A reagao de
hibridizagao ocorreu a 42 °C em Thermomixer (Eppendorf) em rotagdo de 300 rpm, por
18 h. As amostras foram lavadas pela troca de solugdo SSC em concentragdes de-
crescentes, 4x, 2x, 1x, 0,5x, por quatro vezes cada, sendo a ultima etapa de lavagem
com cada concentracao de 30 min, a 42 °C e, finalmente, imersas em agua deionizada
por duas vezes, por 5 min. Apos as lavagens as amostras foram incubadas por 1 h em
tampao 2 [Blocking reagent, (Roche), 1% dissolvido em tamp&o 1], em temperatura
ambiente, e em seguida com anticorpo Anti-digoxigenin- AP- Fab Fragments (Roche)
diluido a 1:1.000 em tampéo 1, por 1h. Apds varias lavagens em tampao 1, as amos-
tras foram mantidas por 5 min em tampao 3 (Tris HCI 0,1M; NaCl 0,1 M; MgClI2 0,05
M, pH 9,5). A reagéo de coloragéo foi feita no escuro em solugéo contendo 4,5 pL de
BCIP (0,05 g/mL) e 4,5 pyL de NBT (0,05 g/L) diluidos em 1 mL de tampao 3 por 45
min, e em seguida o material foi incubado em tampé&o 4, por 10 min, e lavadas quatro
vezes em agua. As amostras foram imersas em glicerol 100% e mantidas a 4 °C, por
18 h. Os agregados celulares hibridizados foram colocados sobre laminas com cavida-
des cOncavas, cobertos com laminulas e observados ao microscépio Zeiss Axiophot,
utilizando-se contraste diferencial de interferéncia (DIC). O resultado foi documentado
utilizando camera digital colorida (AxioCam Icc3 — Zeiss) e as imagens capturadas com
o software Axiovision 4.7 (Zeiss). Os passos da hibridizagdo do tipo whole mount séo
apresentados na Figura 1.
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Fixacdo dos agregados celulares

Paraformaldeido 4%,
Glutaraldeido 0,25%,
em Tp fosfato {pH 7,0)

18 h, 4 °C

Desidratagdo em série etilica

— —— —— - 20 °C
1h 1h 1h
Tp fosfato 1x 30% 50% 70% (2 vezes)
{3 vezes)
etanol

Reidratagdo das amostras

Pré-hibridizagéo

- 37°C, 30 min

6 Lavagens rapidas Mix de hibridizagdo com as

20 min 20 min 20 min 20 min
50% 40% 30% 10% Tris-HCI 0,01 M 12,5 mg/mL de Proteinase K
(pH 7.,2), 20 min em Tris-HCI 0,01 M, pH 7,2
etanol
Hibridizag&o Blogueamento
— — | — { ==y

*Lavagens com SSC Lavagens com agua 5 min

em sondas S e AS 4X, 2X, 1X, 0,5X Tp 2 por 1h, TA
Tris-HCI 0,01 M 42 °C, 30 min, 300 rpm
(pH 7.2) 42 °C, 18 h, 300 rpm
Imunodetecgdo
S AS
{ = jemy o
- | | —_— — — - —
Anti DIG AP 1:1000 Tp 1 Lavagens rapidas Tp 1 NBT +BCIP Tp 3 Tp 4 10 min
1h, TA, escuro Lavagens rapidas Tp 3 45 min, TA, escuro 2x agua
S AS
L)
] :l
Jeemm —
S AS
Observacdo ao microscopico com contraste de
Slicerol interferéncia diferencial {DIC)
18h

* antes de cada lavagem de 20 min, é feita lavagem rapida utilizando a pipeta, com

SSC na concentragao correspondente por 4 vezes.

Figura 1: Representacéo esquematica da hibridizag&o in situ do tipo whole mount em agrega-
dos celulares e calos embriogénicos. AS = antisenso, S = senso, Tp= tampao, TA= temperatura

ambiente.
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3. Resultados e Discussao

Agregados celulares embriogénicos provenientes de células em suspensao
cultivadas por 15 dias e plaqueados em meio solido mostram desenvolvimento de mas-
sas embriogénicas (Figura 2a). Em secc¢des histoldgicas coradas com azul de toluidina
é possivel observar que as massas embriogénicas sédo constituidas por células peque-
nas e de citoplasma denso e nucléolos proeminentes, e se apresentam localizadas
nas camadas externas dos agregados (Figura 2b). A hibridiza¢do in situ, conforme
descrita acima, com sonda para detecgédo de transcritos de SERK evidenciou, pela
coloragao azul-violeta, os locais onde as células em cultura foram induzidas a compe-
téncia embriogénica. Foi feita a comparagao entre as duas metodologias, hibridizagdo
em secgdes semifinas de tecido (Figura 2 c, e, g, i) e hibridizagéo do tipo whole mount
(Figura 2 d, f, h, j). A hibridizag&o in situ mostrou que as células das camadas mais
externas dos calos apresentaram forte sinal de hibridizagdo, enquanto a regido central
ndo apresentou sinal (Figura 2c e 2d). E possivel distinguir células com competéncia
embriogénica em cor violeta (Figura 2 e-h). Apos hibridizagdes com a sonda senso,
controle negativo, ndo se detectou sinal de hibridizagcao (Figura 2 i, j). Embora a hi-
bridizagdo em secgbes histologicas semifinas tenha apresentado maior detalhe dos
tecidos e células (Figuras c, e, g, i), os resultados obtidos com a hibridizagdo do tipo
whole mount (Figuras d, f, h, j) foram muito semelhantes, validando a técnica para o
rastreamento da embriogénese somatica em B. brizantha.
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Figura 2 Hibridizacao in situ para a localizagao dos transcritos BbrizSERK em agregados ce-
lulares provenientes de células em suspensao de Brachiaria brizantha cv. Marandu. c, €, g, i)
hibridizacdo em seccdes histoldgicas semifinas. d, f, h, j) hibridizacdo do tipo whole mount. a)
Agregados celulares com 15 dias de cultivo e inoculados em meio sélido apresentando desen-
volvimento de massas pro-embriogénicas. b) Secgdo histolégica em historesina mostrando as
massas pré-embriogénicas com células pequenas de citoplasma denso e nucléolos proeminen-
tes (seta). ¢, d) Secgéo histolégica (c) e whole mount (d) mostrando calos apresentando sinal de
hibridizagdo nas células periféricas, e auséncia de hibridizagdo nas células centrais dos calos.
e, f) Detalhe da periferia dos calos com células marcadas, em secgéo (e) e whole mount (f). g,
h) Detalhe das células marcadas em secgao (g) e whole mount (h). i, j) seccao (i) e whole mount
(j) apds hibridizagdo com a sonda senso, sem sinais de hibridizagdo. Barras a =2 mm, b = 100

pm, c-f, i =40 ym, g,h,j =20 pm.

Como esperado, o gene SERK também é expresso no inicio da embriogénese
somatica em células em suspensao de Brachiaria. Em relagdo a metodologia utilizada
em secg¢des de BMM, na metodologia de whole mount aqui apresentada introduzimos
a proteinase K, em alta concentragao, nao tendo sido necessaria a utilizacdo de outros
agentes permeabilizantes; incrementamos o tempo em solugdo de bloqueamento e
estabelecemos a lavagem pés hibridizagdo em temperatura igual a temperatura de
hibridizagao.

Na hibridizagédo do tipo whole mount, o manejo das amostras requer que se
troquem as solugdes e que, apds a hibridizagdo, sejam realizadas lavagens rapidas
antes da imerséo na solugado por maior tempo. Esta metodologia, com obtengéo de
resultados semelhantes ao encontrado apds a hibridizagcdo em sec¢des semifinas, se
mostrou apropriada para o monitoramento de cultura de células de Brachiaria, facilitan-
do as decisbes de etapas da cultura in vitro no estabelecimento de novos protocolos. O
tempo utilizado com o uso da metodologia de whole mount € menor em pelo menos 10
dias do que o tempo utilizado em hibridizagdes em secc¢des histologicas.
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4. Conclusoes

Neste trabalho, o procedimento de hibridizagao in situ utilizando whole mount aqui des-
crito podera ser utilizado para a detecgéo do potencial embriogénico de suspensdes de
células de Brachiaria, sem necessidade de etapas de preparo de cortes histolégicos,
tornando a metodologia mais simples, pratica e rapida. A metodologia podera ser utili-
zada para acompanhar o estabelecimento de processos de embriogénese somatica in
vitro com potencial de uso em outras espécies e utilizando outras sondas.
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