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2,4-D: écido.2,4-dic|orofenéxia¢ético

ABA: acido abscisico

ACC: acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico
AlA: acido indol -3- acetico

ANOVA: andlise de variancia

BAP: 6-benzi|aminqpurina

BM: meio dé cultura proposto por Gupta e Pullman, 1991
CLAE: cromatografia liquida de élta' eficiéncia |
DAH : 1,7-diaminoheptano

GA: acido giberélico -

Kin: cinetina |

LEA-Late embryogenesis abundant”

MF: matéria fresca

MS: matéria seca

PAs: poliaminas

PCA: acido perclorico

PEG: polietileno glicol

PMSF: fluoreto de fenilmetilsulfonil

Put: putrescina

SAM: s-adenosilmetionina

SDS: dodecil sulfato de sodio

Spd: espermidina

Spm: espermina

VCS: volume celular sedimentado
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RESUMO

A embriogénese somatica € uma técnica biotecnolégica amplamente utilizada para propagacao

massal e conservacgdo de genétipos superiores de diversas espécies de coniferas, como € o caso
da Araucaria angustifolia. Além disso, esta técnica se configura como um modelo referéncia para

estudos da biologia do desenvolvimento in vitro. A principal limitagéo da embriogénese somatica
em coniferas encontra-se associada a dificuldades durante a fase de maturacdo. No presente
trabalho foram estudados aspectos da regulagéo fisiolégica e bioquimica da embriogénese
zigotica e somatica de A. angustifolia, visando o estabelecimento de um protocolo in vitro para
esta espécie. Foram estabelecidas as condigdes in vitro para a indugio, multiplicacéo e obtencéo
de embrides somaticos cotiledonares, assim como determinados a variagdo de alguns
componentes do metabolismo endégeno destas culturas em diferentes fases da embriogénese
zigbtica e somatica. Embrides zigoticos pré-cotiledonares inoculados em meio de cultura BM
suplementados com 2,4- D (5 uM), BAP e Kin (2 uM cada), e maltose ou sacarose (3%)
resultaram em uma taxa de inducdo de 66,7%. A indugdo, multiplicacédo e a morfologia das
culturas embriogénicas foram significativamente influenciadas pela fonte de carbono. As culturas
embriogénicas suplementadas com maltose apresentaram morfologia bipolar e também os
maiores contetidos de proteinas amido e ABA. O conteudo de AlA durante a multiplicagdo foi
incrementado pela presenca de 2,4-D e sacarose no meio de cultura. Culturas embriogénicas
mantidas em suspensées celulares em que o meio de cultura foi suplementado com sacarose e
2,4-D (5 uM), BAP e Kin (2 uM cada) apresentaram um volume celular sedimentado de 50 mL
apos 42 dias de cultivo. A multiplicagdo das culturas embriogénicas em meio de cultura liquido foi
observada tanto para suplementagdo com maltose ou sacarose. O contetudo endogeno de
poliaminas durante a mulitiplicagdo em meio liquido ou soélido foi correlacionado a multiplicagao
das culturas embriogénicas e os maiores valores foram observados em meio de cultura
suplementados com sacarose e 2,4- D (5 pM), BAP e Kin (2 uM cada). EmbriGes somaticos
globulares e cotiledonares foram obtidos em meio de cultura BM suplementado com PEG (7%),
maltose (9%) e ABA (150 uM) e este processo morfogenético foi associado a mudangas
enddgenas no contetdo de AIA, ABA e proteinas. Contudo, os teores enddgenos de proteinas e
amido foram inferiores aqueles observados no embrido zigético, o qual apresentou um acumulo
destas substancias durante os estagios embriogénicos tardios. A suplementagdo exdgena de
poliaminas durante a muitiplicagdo influenciou o metabolismo endbgeno e a multiplicagdo das
culturas embriogénicas. A Put foi relacionada a multiplicagdo das culturas embriogénicas, a Spd e
a Spm promoveram o acumulo de matéria seca e de substéncias de reserva. Foi possivel
identificar como alguns componentes do meio de cultura afetaram a morfogénese e alguns
componentes do metabolismo endégeno das culturas embriogénicas de A. angustifolia. Os
resultados aqui obtidos dao suporte a alternativas que permitirdo o estabelecimento de um
protocolo completo para embriogénese somatica nesta espécie.
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ABSTRACT

Somatic embryogenesis is a valuable biotechnological tool for the mass propagation and
conservation of elite genotypes of several conifer species as is the case of Araucaria angustifolia.
Moreover this technique comprises an efficient model reference for studies in in vifro development
biology. The main limitations in conifer somatic embryogenesis are associated with some
difficulties during the maturation phase. The present work aimed at to study aspects of the
physiological and biochemical regulation of somatic and zygotic embryogenesis in A. angustifolia
looking at the establishment of an in vitro protocol in this species. It was established the conditions
for the induction, multiplication and development of cotyledonary somatic embryos and it was
determined the changes in the components of the metabolism of embryogenetic cultures in
different stages of somatic and zygotic embryogenesis. Pre-cotyledonary zygotic embryos
inoculated in BM culture medium supplemented with 2,4- D (5 pM), BAP e Kin (2 pM each), and
maltose or sucrose (3%) resulted in 66.7% embryogenic induction rate. The induction,
multiplication and the morphology or embryogenic cultures were affected by the carbon source.
Embryogenic cultures maintained in culture medium supplemented with com maltose showed
bipolar morphology, as well as the highest concentration of protein, starch and ABA. The content of
IAA during the multiplication phase was positively affected by the presence of 2,4-D and sucrose in
the culture medium. The multiplication of embryogenic cultures was either observed in BM liquid
culture medium supplemented with maltose or sucrose. Embryogenic cultures maintained in
suspension in culture medium supplemented with sucrose and 2,4- D (5 pM), BAP and Kin (2 pM
each) yielded a seddimented cell volume of 50 mL after 42 .days in culture. The endogenous
content of polyamines during the multiplication phase in gelled or liquid culture medium was
correlated with the multiplication of embryogenic cultures, the highest values being observed in BM
culture medium supplemented with sucrose and 2,4- D (5 uM), BAP and Kin (2 pM each). Globular
and cotyledonary somatic embryos were obtained in BM culture medium supplemented with PEG
(7%), Maltose (9%) and ABA (150 uM) and this was associated with enhanced endogenous levels
of IAA, ABA, and prbtein. However, these values were lower than those observed in zygotic
embryos which showed accumulation of protein and starch in late embryogenic stages. The
supplementation of exogenous polyamines to the culture medium during the multiplication phase
affected the endogenous metabolism and the cell multiplication of the cultures. Put was associated
to an enhanced multiplication of embryogenic cultures; Spd and Spm promoted the accumulation
of dry mass and storage substances. It was possible to identify how some components of the
culture medium affected the morphogenesis and the endogenous metabolism of A. angustifolia
embryogenic cultures. The results here obtained give support to alternatives toward the
establishment of a protocol for the somatic embryogenesis in this conifer species.
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1.1 JUSTIFICATIVA

A Araucaria angustifolia (Beft) O. Ktze & uma conifera’ nativa do sul do Brasil que
apresenta imborténcia econbmica (Mattos, 1994). A explorggéo intensa de A. angustifolia ao longo
do século passado, associada a auséncia de 'programas de methoramento e conservagio fez com
que restassem apenas alguns remanescentes; estimados em 2% da area original. Recentemente
esta espécie foi incluida como espécie vulneravel, na lista oficial das plantas brasileiras
ameégadas‘de extingéo (Guerra et al., 2002). |

- Técnicas biotecnol()gicés apresentam grande potencial de uso em brogramas de
melhoramento .gen.ético e conservacado. Estas técnicas permitem o desenvolvimento e a
propagacdo massal de genétipos superiores, be_m como o estabe!écimentb de bancos de
germoplasma visando a manutengéo da variabilidade genética das populagbes naturais (Guerra et
al., 2000; Park et al., 1998; Phillips, 2004). | |

A embriogénese somatica é a principal técnica de cultura in vitro empregada para a
propagacéo de coniferas (Grossnickle & Sutton, 1999; Stasolla & Yeung, 2003). Esta técnica
apresenta redugéo de custos e maior rendimento biqlégico; ou seja, maior nurheros de
propagulos, comparativamente as demais técnicas dé micropropagacao. Recenfemente, foram
estabelecidos avangos em protocolos de embriogénese somética para coniferas de interesse
comercial, como Pinus pinaster (Rama/rosandratana et al, 2001) e Pinus strobus (Klirhaszewska
ef al., 2000), assim como para coniferas ameagadas de extingdo, como é o caso de Cedrus libani
(Khuri et al., 2000) e Araucaria angustifolia (Santos et al., 2002; Steiner et al., 2004).

| O emprego da embriogénese somatica, além de permitir a‘propagagéo massal visando a
conservacido e o melhoramento Qenético das espécies, também ‘pode ser utilizado co‘mo um
modelo ref'eréncia para estudos basicos da fisiologia do desenvolvimento. A embriogénese € uma
rota de desenvolvimento complexa que inicia o ciclo de vida das plantas superiores e € um dos
processos biblégicos mais complexos e interessantes de serem estudados. Durante este

processo, uma célula ou zigoto usa todo o seu potencial genético em divisbes celulares

NI
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complexas e consecutivas que resultam no orgahismo pluricelular (von Arnold, 2002}. O
crescimento, a divisdo e diferenciacdo celular, durante a embriogénese envolvem Uha série de
mudang¢as no metabolismo celular. Assim sendo, este processo representa'um modglo biolégico v
interessante para estudos fisiolégicos como a organizagao, diferenciagéo celular e metabolismo
vegetal.

| Estudos basicos do metabolismo ceiular durante a embriogénese zigética e s'omética de A.
angustifolia', utilizando a reconstitui¢éo in vitro dos eventos fisioldgicos e biéquimicos envolvidos
permitem a elucidagdo de processos aplicados a propagacdo massal e a conservagao desta

espécie.

1.2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
- 1.2.1. Araucana angustifolia

A familia Araucariaceae esta distribuida principalmente no hemisfério sul, ocorrendo na
Nova Caledénia, Nova Guiné, ,Austrélia, Nova Zelandia e América do Sul (Setoguchi et al., 1998).
Na América do Sul, as principais espécies sdo Araucaria araucaﬁa e Araucaria angustifolié, esta
uitima tambeém € conhecida como pinheiro-do-Parana, pinheiro brasileiro, araucaria ou
simplesmenté pinheiro (Shimizu & Oliveira, 1981)-. As arvores sdo monoicas, éom 10 - 35 metros
de altura e 50 - 120 centimetros de diametro, os troncos s&o retos e quase cilindricos (Carvaiho,
1994), a casca é grossa e resinosa e a ramificagcdo é racemosa apresentado verticilos quase
horizontais. Os verticilos se ramificam em abundantes ramos secundarios constituindo as grimpas
que vdo se adensar no apice do caule, formando uma copa tipica em forma dé candelabro,
umbela ou corimbo nas arvores adultas (Reitz et al., 1978).

A A. angustffolia ocorre naturalmente no Brasil e em pequenas manchas na Argentina e no
Paraguai ficando localizada entre as latitudes 19°15’S e 31°30'S e entn;e as longitudes 41°30'W e

54°30°'W. No Brasil, a area original, de formato irrégular, foi de cerca de 200.000 km2. Esta
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espécie era éncontrada principalmente nos Estados do Parana (40% da superficie), Santa
Catarina (31%) e Rio Grande do Sul (25%). Manchas esparsas eram observadas no Sul de Séo
Paulo (3%), internando-se até o sul de Minas Gerais e Rio de Janeiro, em areas de altitude
elevadas (1%) (Carvélho, 1994). |

A madeira serrada e laminada da A. anéustifolia foi, por um longo periodo, um dos
produtos mais importantes na exportagdo brasileira. Além do uso como madeira, utiliza-se
também a resina exsudada principalmente da casca e finalmente, o pinhdo é muito apreciado na
alimentagédo humana, de animais domésticos e da fauna silvestre que também s&o responsaveis
pela sua dispersao (Mattos, 1994).

A explora§éo da A. angustifolia se intensificou a partir de 1934, tendo seu auge nas
décadas de 50 a 70 com produgéo estavel em tomo de 2,8 milhdes de metros clbicos de madeira
(Mattos, 19945. No Estado de S&o Paulo, as reservas foram exauridas entre 1930 e :1940 (Shimizu
& Oliveira, 1985) e no Estado do Parana, em 1977. Atualmente os remanescentes desta espécie

estdo estimados em 2%.da area original (Guerra ef al., 2002).

1.2.2. Embriogénese zig6tica em coniferas

A embriogéhese zigbtica em coniferas & caracterizada pela presencga de poliembrides. A
poliembrionia &€ um fendmeno comum nas coniferas, definida pela presenca de mais de um
embrido nos éstégio‘s iniciais de desenvolvimento da semente, porém apenas um embrido
permanece na semente madura. Existem dois tipos de poliembrionia, a poliembrionia polizigética e
a poliembrionia por clivagem. Em muitos géneros de Pinus ocorrem os dois tipos de poliembrionia,
onde primeiramente, por poliembrionia polizigética, dois ou mais évulos séao fecuhdados em um
mesmo megagametéfito, produzindo separadamente pré-embrides, ou seja, cada arquegodnio
produz um unico pré-embriéo. Posteriormente cada pr6-embriéo formado sofre a poliembrionia por
clivagem, onde se dividem por processo de clivagem_ em até oito pré-embriées. Em espécies do

género Araucaria foi observada apenas a poliembrionia polizigética (Gifford & Foster, 1989).
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A embriogénese em coniferas pode ser dividida em duas fases: (1) fase pré-embrionaria
que vai desde a ferlilizacdo até o rompimento da arquegdnia pelo proembrido e (2) fase
embrionéria: a partir do rompimento da arquegbnia até a maturagdo do embrido (Haines &
Prakash, 1980), Estudos morfologicos da fase pré-embrionaria do desenvolvimento embrionario
em Arfaucan'a sp sugeriram que este género € um dos mais primitivos (Haines & Prakash, 1980).
Estes autores assinalam (i) a fase de nucleo livre prolongada, ~(ii) a bresenga das células da capa
e (iii) a auséncia de clivagem do proembrido como as prinéipais diferencas encontradas no
desenvolvimento do prézembriéo nas espécies de Araucaria, se comparado com outras coniferas
consideradas evolutivamente superiores, tais como Cupressaceae, Pinaceae e Taxodiaceae

(Haines & Prakash, 1980).

1.2.3. Embriogénese somatica em coniferas

A embriogénese 'somética € um processo pelo qual}, _células hapléides}v ou somaticas
desenvolvem-se por meio de diferentes estadios embriogénicos, dando origem a uma planta sem
que ocorra a fuséo de gametas (Williams & Maheswaran, 1986).

Comparativamente as demais técnicas de micropropagacdo, a embriogénese somatica
apresenta uma serie de vantagens: a) permite a obtehgéo de uma grandeb quantidade de
propagulos (embrides somaticos); b) o sistema permite um alto grau de automatizagéo_, reduzindo
assim os custoé por unidade produzida; ¢) os embrides somaticos podem ser produzidos de forma
sincronizada, com alto grau de uniformizagéo e pureza genética; d) pode ser utilizada como uma
ferramenté integrada a programas de melhoramento florestal (Hogberg et al., 1998; Guerra ef al.,
2000). |

A embriogénese somatica &€ composta de cinco etapas (von Arnold 2002): 1) iniciagéo de

culturas embriogénicas ém meios de cultura contendo reguladores de crescimento vegetal

(auxinas e citocininas); 2) multiplicagdo das culturas embriogénicas em meios de cultura liquidos

ou semi-sélidos similares aos utilizados na indugéo; 3) pré-maturacéo de embrides em meios de
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|

cultura éem a presenc;a; de fitorreguladores, 4) maturagéo dos embriéeé em meios de culturas
suplementados corﬁ ABA e/ou agentes osmoéticos; 5) conversdo em plantas em meios de cultura
isentos de fitorreguladores.

Culturas poliembriogénicas de coniferas sdo normalmente mantidas em meios de cultura
similares aqueles utilizados na fase de indugéo, porém com redugdo nas concentragdes de
fitorreguladores (Attree & Fowke, 1993). Um aspecto importante a ser mencionado refere-se a
possibilidade do emprego da técnica de criopreservagdo como fator da viabilidade da integracéo
da embnogenese somatica em programas de melhoramento genético e conservagao de
germoplasma (Park et al., 1998).

: Dufante o estagio de maturacdo os embrides somaticos sofrem varias mudancas
morfolégicas e bioquimicas (von Arnold et al, 2002). Durante a maturagdo dos embrides
somaticos de coniferas, quatro estadios de desenvolvimento podem ser distinguidos (Tautorus et
al., 1991). o embrigo somatico apresenta as células de suspensor translucidas; 2) o embrido é
caracterizado pelo longo sistema de suspensor, elevando urh apice embrionéﬁo denso,
proeminente e com coloragdo creme; 3) o embrido somatico possui pequenos cotilédones
emergentes; 4) plantula verde com cotilédones alongados com hipocétilo e radicula
desenvolvidos.

Durante a ultima década foram observa.dos muitos avangos no conhecimerﬁo da
embriogénese somatica em coniferas (Jain et al., 1995). Entretanto, a maturagdo de embrides
somaticos e' a regeneracdo de plantas ainda sdo problemas para muitas espécies. Em A.
angustifolia foram estabelecidas as condigdes basicas para a indugdo de culturas embriogénicas a
partir de embribes zigoticos imaturos, mas as fases finais do desenvolvimento dos embrides
somaticos ndo foram alcangadas (Astarita _& Guerra, 1998; Guerra et al,, 2000, Santos et al,,

2002).
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1.2.4. Suspensdes celulares

As suspensdes celulares cons‘istem de células livres e ou aglomerados celulareé
crescendo em um meio de cultura liquido sob agii'ag;éo continua (Szabados ef al, 1993).
Suspensdes celulares mantida‘s em biorreatores, agitadores rotatorios ou agitadores
convencionais tem sido rotineiramente empregadas para a multiplicagdo e manutengdo de
culturas embriogénicas de coniferas (Tautorué etal, 1991). |

As suspensdes celulares, cultivadas em meios de cultura definidos e condigcdes ambientais
controladas, representam um interessante sistema para estudos fisiolégicos e bioquimicos m vitro.‘
Outra vantagem é o baixo grau de diferenciacéo celular que geralmente n&o esta presente na
maioria dos tecidos e 6rgaos (Szabados ef al., 1993).

Suspensdes celulares normalmente exibem um .padréo de crescimento celular descrito por
uma curva s_igméide (Krogstrup, 1990), apresentando uma fase de desenvolvimento iniciél,
seguida pélas fases exponencial lin.ear e estacionaria de crescimento (Figura 1). A fase inicial de
desenvolvimento é caracterizada por um periodo‘ de adaptagdo, durante o qual as células
assimilam nutriéntes disponiveis no meio de cultura, utilizando-os para sustentar uma intensa
atividade de biossintese celular. Esta atividade declina com o inicio da fase exponencial, a qual é
caracterizada por um periodo de intensa divisdo celular. Na fase linear, a taxa de crescimento
celular declina uniformemente cdm o tempo, até alcancar a fase estacionaria, onde ja ocorreu o
aumento maximo no numero de células (Grey et al., 1987; George, 1993). Varios ﬁéi»rémetros

podem ser utilizados para avaliar o crescimento nas suspensdes celulares, entre eles, volume

celular, indice mitético, peso fresco e peso seco (Lulsdorf ef al., 1992).
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Figura 1. Curva de crescimento celular tipica, na qual se relaciona o numero de
células nas diferentes fases (inicial, exponencial, linear, de desaceleracdo e -
estacionaria) com o tempo de cultivo (Adaptado de Szabados et al., 1993).

As plantas ééo organisrﬁos autotréficos, com um sistema radicular'altamente.especializado
na absorcdo de nutrientes; ao contrario disto, as suspensdes celulares sdo geraimente sistemas
heterotréficos, onde o crescimento e 0 metabolismo dependem da disponibilidade de nutrientes e
de fitorreguladores presentes no meio. de culturé. Considerando que a disponibilidade de
nutrientes durante o cultivo pode modificar a fisiologia das células, & importante conhecer os
mecanismos que regulam a absor¢do dos mesmos. Por outro lado, as trocas de nutrientes entre
os compartimentos da célula sdo alteradas durante o ciclo de cu'ltivo (Szabados et al., 1993).

Em muitos experimentos para varias espécies vegetais; entre elas coniferas, tém sido
utilizadas suspensoes celulares para estudos relacionados com 6 metabolismo de aminoacidos
(Bonner et al, 1997), de purinas (Ashihara et al., 2001) de fitorregdladores (Jiménez, 2001) e

igualmente para trabalhos com poliaminas (Kevers et al., 2000). Porém, as informagdes
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disponiveis sobre o metabolismo celular de culturas embriogénicas em coniferas s&o ainda

limitadas.

1.2.5. Parametros do metabolismo associado a embriogénese zigética e somatica
1.2.5.1.Poliaminas

As poliaminas s&o aminas aliféticas com carga positiva em pH neutro que tém importéncia
- fundamental na proliferagéo e diferehciagéo belular. Os perfis de poliaminas podem ser utilizados
como marcadores das alteragbes metabélicas ocorridas durante a maturagdo das éulturas
embriogénicas (Bouchereau et al., 1999). As principais poliaminas em plantas superiofes séo a
putrescina (Put), a espermina (Spm) e a espermidina (Spd), que atuam em rotas essenciais do
desenvolvimento embrionario, embora seus mecanismos de agdo ainda nac tenham sido
elucidados (Minocha et al, 1994). As poliaminas atuam em varios proCessos celulares
importantes, como a divisdo celular, sintese protéica, replica§éo do DNA e em resposta das
plantas ao estresse hidrico (Bouchereau et al, 1999). Segundo Bouchereau et al. (1999) é
possivel que as poliaminas realizem muitas de suas fungbes através de ligagbes com varias
macromoléculas.

Um dos papéis das poliaminas in vitfo se relaciona com a divisdo celular e a morfogénese
(Kong ét al., 1998). As poliaminas podem agir de diferentes formas nas culturas in vitro,
promovendo ou inibindo a formag&o de gemas, alongamento celular, aumento da massa de calos
e enraizamento de pléntulés (Schoiten, 1998). Em Pinus strobus, o aumento de Spd apds a
fertilizagdo sugere que as pbliaminas estdo envolvidas no desenvolvimento dos évﬁlos e embribes
(Feirer et al., 1995). Altos teores de pol‘iaminas foram quantificados em tecidos erﬁbriogénicos de
Picea glauca (Amarasiﬁghe .& Carlom, 1996). .Mudanga_s endégenés de poliaminas também foram
analisadas durante a embriogénese somatica de Picea glauca x P. englemannii (Amarasinghe et

al., 1996). Em A. angustifolia o conteudo de poliaminas variou durante a embriogénese zigotica,
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~nas fases iniciais observou-se altos teores de Put e Spd, enquanto que, nos estadios tardios da
embriogénese a Spm foi a poliamina mais abundante (Astarita et al, 2004b). Estes resultados
sugerem que as poliaminas podem estar envolvidas no desenvolvimento de embrides somaticos

~ de coniferas.
1.2.5.2. Acido abscisico (ABA) e acido indol-3-acético (AlA)

O desenvolvimento vegetal rebresenta o resultado de um complexo controie espacial e
temporal, onde‘vérios hofmc“mios atuam na. regulacdo da expresséo de muitiplos genes (Dodeman
et al., 1997). 'A maturagdo das diversas espécies de coniferas em geral é estimulada pela
presenca de ABA (Stasolla & Yeung, 2003). A ac¢édo do ABA é atribuida ‘a inibicdo da clivagem
poliembrionaria, permitindo o desenvolvimento do embrido e 0 acumulo de substancias de reserva
(Gupta et al,, 1993; Dodeman et al.,1997). Contudo, em A. angustifolia ndo foram observados
efeitos"positivos para a maturacao de embrides somaticos (Guerra et al., 2000).

O decréscimo no contetdo de agua € um evento natural que ocorre durante os estagios
tardios Ide dese;volvimento das éementes e representa uma importante etapa antes de iniciar o
processo de germinacdo (Stasollé & Yeung, 2003). O ABA e estresses osmoéticos estdo
envolvidos neste processo durante o désenvolvimento e germinagdo dos embribes zigdticos
(Klimaszewska et al,, 1997). Em A. angusz;ifol;'a poucas s&o as informagbes sobre o contetido
endbégeno do ABA durante a embriogénese zigbtica e somatica. Diversasb. alteragdées no
metabolismo do nitrogénio seguido pela deposicdo de substancias de reserva e sintese de
poliaminas podem ocorrer em resposta ao tratamento com ABA (Stasolla & Yeung, 2003).
Contudo, aparentemente, a suplementacgédo de-ABA ao meio de cultura € necessaria para o
desenvolvimento dos embrides somaticos, porém parece nédo ser suficiente para o completo
processo de maturagdo (von Arnold et al., 2002).

As auxihas exercem uma fo.rté influéncia nos processos de expanséo, divisdo celular, .na

definigdo de 6rgdos e promogdo da diferenciagéo do sistema vascular (Liu ef al.,, 1993). A auxina
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mais largamente encontrada é o ‘AlA que ocorre nos tecidos vegetais na forma livre (ativa), ou
conjugada. A manutengdo das auxinas no estado conjugado representa o melhor mecanismo para
armazenamento nas células, controlando os niveis de auxina livre através da metabolizagéo do
excesso presente. A auxina no estado conjugado esté protegida contra os processos de oxidagao,
podendo ser enzimaticamente liberada quando necessario (Gaspar ef al., 1996; Normanly, 1997).
Na embriogénese zigética as auxinas s@o importantes para o desenvolvimento do enﬂbriéo;
especialmente na regulagdo do padréo de formag&o embrionico (Fischer-lglesias & Nauhaus,
2001). Durante a embrio‘génese somética‘ as aqxinas podem ser um fator determinante na
histodiferenciagdo dos embries especialmente durante a formagéo dos meristemas, melhorando
a qualidade dos embribes somaticos formados (Bozhkov et al, 2002). Nas fases tardias da
embriogénese observa-se a diminuigéé dos niveis de acido giberélico (GA) e do acido indol-3-
acético (AlA), concomitantemente com o progressivo aumento do ABA na semente, alcan¢ando os

valores maximos de conceritragéo (Chiwocha & von Aderkas, 2002).
1.2.5.3. Proteinas e compostos de reserva

Dentre os aspectos bioquimicos relacionados com a poliembriogéngse Zigética e somatica
em coniferas, atencdo especial tem sido direcion;da ao estudo do acumulo e mobilizacido de
proteinas e substéncias de reserva nas sementes (Hakman, 1993). As principais substancias de
" reserva depositadas no megagametofito, durante a formagdo das sementes das coniferas, séd as
proteinas, carboidratos e lipidios (Bewley & Black, 1994). A sintese das proteinas de reserva pode
ser estimulada pelo uso de ABA exdgeno durante as fases finais da embriogénese somatica em
coniferas (Tautorus et al., 1991). O ABA esta énvolvido na expressao dos genes /ea que codificam
as proteinas LEA “late embryogenesis abundant”, qde sdo um grupo de proteinas sintetizadas na
semente apds a histodiferenciacédo do embrido (Bewley & Black, 1994). |

As proteinas nas sementes podem ser subdivididas em categbrias, denominadas de

proteinas de reserva, as quais compdem a maior parte das proteinas e que servem como fonte de
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aminoacidos para uso durante a germinagéo e crescimento da planta (Higgins, 1984; Shewry et
al., 1995); proteinas estruturais, essenciais para o metabolismo celular normal (Higgins, 1984) e
proteinas enzimaticas. Proteinas de reseNa s&0  consideradas marcaaores do processo de
maturagdo em embrides zigéticos de gimnospermas e angiospermas (Dunstan ef al., 1998). Nas
coniferas, tanté embriées somaticos como embrides zigdticos acumulam proteinas de reserva em
abundancia, durante a fase de maturagéo dos embrides (Hakmén et al., 1990).

EstudosAr'eferentes ao controle do processo de maturagéo, tanto em sementes como em
embrides soma’ticos, requerem um melhor entendimento das mudangas estruturais nos tecidos
ativos na acumulagéo de subsféncias de reserva, bem como o conhecimento das proteinas de
- reserva presentes na semente (Hakman, 1993).

A identificag&o de proteinas especificas das fases do desenvolvimento da embriogénese
zigotica, com a finalidade de compreender e monitorar 0os eventos da embriogénese somatica
torna possivel a identificagéo de proteinas marcadoras para situagées especificas, tais como a

diferencia¢do celular e respostas celulares a estimulos extemos diversos (Wilkins et al., 1997).

1.3. OBJETIVOS

1.3.1. Objetivo geral

Estudar aspectos da regulagdo bioquimica e fisiolégica da embriogénese zigética e
somatica de -Araucaria angustifolia, visando o estabelecimento de um protocolo in vitro para
‘propagagdo massal de gendtipos superiores e para o estabelecimento de bancos de

ge'rmoplasma.

1.3.2. Objetivos especificbs

a) Estudar o efeito da fonte de carbono (maltose e sacarose) e fitorreguladores (2,4-D, BAP e Kin)

na freqiiéncia de inducdo, no contetido endégeno de AlA, ABA, proteinas, amido e poliminas e
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na morfologia das culturas embriogénicas de Araucana angustifolia, buscando relaciona-los

com a capacidade embriogénica;

b) Estudar a influéncia da fonte de carbono (maltose e sacarose) e fitorreguladores (2,4-D, BAP e
Kin) na multiplicacéo celular e contetido endégeno de proteina, amido e poliaminas durante a
dinamica de crescimento das culturas embriogénicas de A. angustifolia em suspensées

celulares;

ci Avaliar o efeito da adi¢éo de ABA, PEG e fontes de carbono (maltose e sacarose) na formagéd
dos embribes somaticos durante a maturagéo, assim como no contetido endoégeno de AlA,
ABA, proteina e amido destas culturas buscando uma andlise cdmparativa do desenvolvimento

do embrido zigético, visando estabélecer a relagéo de similaridade entre os dois pfocessos;
d). Avaliar o efeito da suplementagéo exégena de poliaminas (Put, Spd e Spm) na multiplicacéo e
- conteudo enddgeno de pr;otéinas, amido, AIA e ABA das culturas embriogénicas de A.

angustifolia.
Os resultados referentes a cada objetivo especifico estdo dispostos na forma de capitulos, os

quais tem sua introdugdo reduzida. A introdugdo foi apresentada em um capitulo Gnico, assim

como as conclusdes e perspectivas. -
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CAPITULO I*

" INDUGAO E MULTIPLICAGAO DE CULTURAS EMBRIOGENICAS

DE Araucaria angustifolia

* Parte deste bapitulo foi aceito para publicagéb no periddico “Brazilian Archives of Biology and Technology”.
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2.1. INTRODUGCAO

A embriogénese somética é um sistema ideal para investigar o processo de diferenciagéao
em plantas, bem como a expressdo dos mecanismos de totipoténcia da célula vegetal, expre's'sos
por Haberlant em 1902. Este processo permite o estudo da cbmpeténcia celular que é definida
como o potencial de reprogramagao de uma célula em resposta a sinais especificos, por meio de
processos de desdiferencia¢do é rediferenciagdo. A integracdo entre crescimento (divis3o) e
diferenciagdo (especializagdo) celular da inicio a morfogénese e a embriogénese somatica
compreende umé sequiéncia de etapas incluindo a indugdo, muitiplicagdo, maturacdo, germinacao
e finalmente a aclimatizagéo ex vitrum (Bozhkov et al., 2002). A indugdo pode ser alcancada ao
submeter um tecido gamético ou somatico a condigbes especificas de cultura (Guerra et al.,
2000). A freqiiéncia de indugdo de culturas embriogénicas em coniferas é afetada por varios
fatores, gendtipo, estagio de desenvolvimento do explante, fonte de carboidratos (sacarose,
maltose e lactose), composigao e niveis de nitrogénio e fitorreguladores (Li et al., 1998; Zoglauer
et al., 2002). | )

As coniféras apresentam poliembriogénese zigdtica restrita aos primeiros estagios de
desenvolvimento do embrido. Este mecanismo adaptativo e evolucionario pbde ocorrer em
resposta a ferﬁlizagéo de varios évuios ou pela clivégem de um embrido resultando em multiplos
embrides geneticamente idénticos (Gifford & Foster, 1989). A reconstituicdo dos poliembrides in
vitro po‘de ocorrer por meio da poliembriogénese somatica '(Gupta & Grob, 1995). "

Para muitas espécies ‘de coniferas incluindo A. angustifolia, o mecanismo que regula a
formagao do embrido n#o foi totalmente esclarecido. Os eventos iniciais da embriogénese sdo os
mais criticos para a fbrmagéo da planta, junto com a diferencia¢cdo da regido apical e basal
(morfogénese), na qual é estabelecida a polaridade, tecidos meristematicos primarios e a camada
protodérmica sdo diferenciados (histogénese) (Bozhkov et al., 2002). O estudo dos eventos
morfogénicos in vifro é essencial para a elucidagao dos pontos 'de controle associados & indugao e
controle da embriogénese somatica em pléntas.

No presente trabalho foram investigados aspectos associados a inducgéo, nﬁultiplicagéo e
morfogénese das culturas. embriogénicas de A. angustifolia, com énfase no efeito da fonte de

carbono e fitorreguladores suplementados ao meio de cultura.
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2.2. MATERIAL E METODOS

No presente trabalho todas as étapas' de multiplicacdo celular, analise microscépica e
determinagdo de proteinas e amido foram desenvolvidas no Laboratério de Fisiologia do
Desenvolvimehto e Genética Vegetal do Centro de Ciéncias Agrarias, da Universidade Federal de
Santa Catarina. As anéli_ses bioquimicas de poliaminas, ABA e AIA foram realizadas no

| Laboratério de Biologia Celular do Instituto de Biociéncias da Universidade de S&o Paulo.

2.2.1. M‘aterial vegetal

Foram utilizados cones femininos imaturoé de A. angustifolia provenientes de coletas
realizadas no. periodo 2002/2003, em plantas de polinizagéo aberta, pertencentes a uma
populacdo natural no municipio de Bom Retiro - SC. As pinhas foram debulhadas individualmente
e os pinhdes foram submetidos a assepsia, realizada em camara de fluxo laminar, sendo
‘submersos em etanol 70% por dois minutos, e apés em uma solucdo de hipoclbrito de sédio 2%.
‘Finalmente foram realizadas trés lavagens com agua destilada e autoclavada. Os embrides

zigéticos imaturos foram excisados com o auxilio de pingas e bisturis sob estereomicroscépio.

L

2.2.2. Inducéao das culturas embriogénicas

O estagio de desenvolvimento do embri&o zigético utilizado como explante nés diferentes
coletas foi avaliado por meio da coloragdo com carmim acético (1%) e azul de Evans (0.5%) de
acordo com (Durzan, 1988). Em todos os experimentos foi utilizado o meio de cultura BM (Gupta
e Pulman, 1991) suplementado com L-gIQtamina (1 gL', mio-ihositol (1 gL" e caseina
hidrolisada (0,5 g.L™"). Os tratamentos de induc@o variaram na suplementacao de fitorreguladores

- 2,4-D (5uM), BAP e Kin (2uM cada) e fontes de carbono, sacarose (3%) ou maltose (3%) (Tabela

1). 0 pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8 com NaOH (0,5N) e HCI {0,5N) antes da adicao
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do Phytagel® (2,5 g.L"). Os compostos organicos foram filtro-esterelizados e adicionados ao meio
de cultura ap6s a autoclavagem a 121 °C for 15'min. Os explantes foram inoculados em placas de
petri (90 x 10 mm) contendo 25 mL de 'meiokde cultura. Depois de ihoculadas as placas foram

incubadas no escuro a 25+ 2°C.

Tabela 1. Tratamentos utilizados no experimento de indugdo de A. angustifolia.
Formulagéao Salina BM (Gupta & Puliman, 1991)

Denominagio | Fonte de carbono (p/v) Fitorreguladores
do Maltose Sacarose |
Tratamento (3%) 3%) 2,4-D (5pM) BAP (2uM)  KIN (2uM)
M2 X - _ X X ' X
S2 - X X ) G X
MO X - - - -
SO - X - - :

(x) = presenca,; (-) = auséncia
2.2.3. Multiplicagao das culturas embriogénicas

Ap6s 30 dias, as culturas embriogénicas induzidas foram individualizadas do explante e
subcultivadas para o mesmo méio de cultura utilizado na indu¢do com redugao de fitorreguladores
para rhetade da concentragéo inicial.. Foram realizados subcultivos em intervalos de 20 dias e
apés o tefceiro subcultivo a cultura foi considerada estabilizada. A qualidade das culturas
embriogénicas foi ava_liada_ por meio da andlise citoquimica com éuxilio de microscépio OLYMPUS

BX 40 baseado na coloragdo com carmim acético e azul de Evans (Durzan, 1988).

2.2.4. Extragao e dosagem de amido

A extracdo do amido foi realizada através do método de McCready et al., (1950). Os

residuos das amostras utilizadas para a extragao de proteinas totais foram macerados com 2 mL
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de acido perclkérico-BO% e centrifugados a 2000 rpm, por 10 minutos. Foi realizada a segunda
extragdo com 2 mL de acido pérclérico 30% é, apos a centrifugacdo, os dois sobrenadantes foram
unidos. A dosagem foi réalizada pelo método dé Umbreit & 'Burris (1964), utiIizando-sé a antrona
('0,2%)-. Em seguida, as solucdes foram agitadas e aquecidas em agua fervente por 3 minutos.
Apos esfriar, em temperatura ambiente, foi_ realizada a leitura da absorbancia em
_espectrofotémetro é 620 nm. Os calculos dos niveis de amido foram obtidos a partir da curva .
padréo, preparada com concentragéeé de 0 a 100 pyg/mL de glucose, diluidas em acido perciérico

30%.

2.2.5. Extragao e dosagem de proteinas totais

Amostras de 300mg de matéria fresca (MF) foram maceradas a temperatura de 4°C, com
tampao de extracdo composto de 50 mM de fosfato de sédio dibasico (pH 7,0), 1,6% de B-
mercapetanol (v/v), 0,5% de SDS (dodecil sulfato de sédio) (p/v) e 1 mM de PMSF (Fluoreto de
fenilmetilsulfonil). Apés, as amostras maceradas foram centrifugadas a 8000 rpm, por 20 minufos, -
a Q°C. O sobrehadante e o precipitado foram éeparados, sendo o Ultimo novamente armazenado a
—20°C para posterior utilizacdo. As proteinas totais, presentes no sobrehadante, foram
precipitadas com a presencga de dois volumes de alcool etilico absoluto, no minimo, para cada
volume de sobrenadante e, em seguida, as amostras foram armazenadas a 4°C, por 30 minutos.
Apés este périodo; as amostras foram centrifugadas a .8000 rpm, por 20 minutos, a 0°C. O
sobrenadante foi descartado e as proteina‘s totais, precipitadas, foram res;uspendidas ém solucéo
de 50 mM de fosfato de sédio dibasico (pH7,0). Os teores de proteinas totais foram determinados
pelo método de Bradford (1976) com as modificagcbes de Read & Northcote (19_81), e com a

utilizacdo de albumina de soro bovino como padréo.
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2.2.6. Determinagao de poliaminas

As poliaminas livres e conjugadas foram extraidas conforme a metodologia descrita por
Minocha et al., .(1994) e Bajaj & Rajam (1995). A amostras foram maceradas com 1,5 mL de &cido
perclérico (PCA) 5%. O material macerado foi mantido em gelo por 1 hora, sendo poéteriormente
centrifugado a 20.000 g, por 20 min, a 4°C. O sedimento foi ressuspendido com 1,5 mL de PCA
5%, e apés centrifugacéo, os dois sobrenadantes foram homogeneizados. A fragdo sobrenadante |
contém as poliaminas livres e conjugadas soluveis em PCA 5%. O precipitado contendo as
poliaminas insollveis foi descartado. Aliquotas de 200 p!_ de sobrenadante em. PCA foram
misturadas em igual volume de HCI 12 N e hidrolisadas por 16 horas, a 110 °C, em tubos
eppendorf. Apds este periodo de tempo, as amostras foram secas a 40 °C sob jato de nitrogénio,
e ressuspendidas em 200 pyL de PCA 5% (Tiburcio et al., 1985). O material contendo as
poliaminas livres e conjugadas sollveis em PCA foi armazenado para posterior derivatizacéo,
segundo a metodologia de Baraldi et al, (1995). Para a derivatizagao, amostras dé 40 uL das
poliaminas livres e conjugadas foram dansiladas, usando-se 20 L de diam.inohep'tano (0,05 mM),
100 uyL de uma solugéo de cloreto de dansil (>5 mg.mL" em acetona ; 1,8 mM) e 50 pL de uma

- solugdo saturada de NaHCO3,' sendo incubadas no escuro por 50 minutos, a 70 %C. O excesso de
cloreto de dahsil fo‘i convertido em dansil-prolina adicionando-se 25 pL de prolina (100 mg.mL™)
na amostra, a temperatura ambiente e por 30 minutos no escuro. Posteriormente, as poliaminas
foram extraidas corri 200 plL de tolueno. Foram coletados 175 uL da fase organica e secados em

.jato de nitrogéhio,‘ a 40 °C. Em séguida, a amostra foi ressuspendida em 175 uL de acetonitrila
para posterior quantificacdo. As poliaminas foram identificadas e quantificadas por CLAE,
utilizando-se uma coluna C18, fase reversa (Shimadzu Shim-pack CLC ODS). Foram utilizados
como fases moveis a acetonitrila 100% e uma solugéo de égua-aceton‘itrila 10%, com pH 3,5,
ajustado com HCI 1 N O gradiente foi.ajustado para 65% — 67% (0,01—10 min), 67% - 70% (11—
13 min) e 70% - 100% (13-20,5 min), com um fluxo de 1 mL.min™, a 40 °C. O detector de

fluorescéncia foi ajustado para excitacado de 340 nm e emisséo de 510 nm. Foram injetados 20 uL
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“da éolugéo de poliaminas, conforme descrito anteriormente. As areas dos picos e os tempos de
retengdo de cada poliamina foram identificados comparando-se com as poliaminas padroes com

concentragcdées conhecidas: putrescina (Put), espermidina (de) e espermina (Spm).
2.2.7. Determinacgdo de AlA e ABA

Os niveis de AIA e ABA foram determinados de acordo com ‘Kojima (1996), com
modificacdes (Silveira et al.‘, 2004a). As amostras foram maceradas 'em 5 mL de tampéo de
extragao (etanol 80% + 1% de pblivinilpirrolidoné-40), sendo o extrato transferido para um tubo
tipb “Falcon” (15 mL). Foram adicionados 100 ul de [_3H] AIA radioativo e 100 puL de [°H] ABA
como pa_dréo.interno, para a determinagao das perdas do brocesso. O extrato foi agitado por 1:30
h, no e.scuro a 4°C. Em seguida, o extrato foi centrifugado a 15,500, g por'15 min, a 4 °C. O
sobrenadante foi concentrado em centrifuga sob vacuo a 45 °C (+ 3:00 h), até atingir 20% do
volume inicial (< 1,0 mL). O volume da amostra foi ajustado para 3 mL (p/v) com agua, e o pH foi
ajustado para 2,5 com a adicdo de HCI (1N). As amostras foram particionadas duas vezes,
usando-se éter etilico como solvente organico. A fase organica (éter), contendo o AlA e o ABA, foi
coletada e seca em centrifuga sob vacuo a 45 °C. Em seguida, as amostras foram ressuspendidas
em 300 pl de metanol 100% e transferidas para tubos do tipo “eppendorf’ e armazenadas a -20°
C para analises posteriores em CLAE.

A quantificagéo do AlA e ABA foi realizada por CLAE em fase reversa, com coluna C18
(Shimadzu Shim-pack CLC ODS). Foram utilizados como fases mdveis metanol 100% e uma
solugcdo de agua-metanol 10% e acido acético 0,5%. A mudanca na proporg¢do de metanol 100%
efn relvagéo ao outro solvente, definiu o gradiente de corrida, sendo o gradiente de métanol 100%
ajustado para 20% durante os prirheiros 15 min, de 20% a 45% entre 15 e 22 min, de 45% a 54%
entre 22 e 33 min, e de 54% a 100%, entre 33 e 34 min e 100% entre 34 e 50 min, com fluxo de 1

mL.min™* ,’ a 40 °C. Para a detecgao do AlA, o detector de fluorescéncia foi ajustado para excitagéo
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em 280 nm e emisséo erﬁ 350 nm e para a deteccdo do ABA, o detector de UV foi ajustado em
254 nm. Foram injetados 40 uL da amostra. Fracdes contendo AlA e ABA foram coletadas é
analisadas por cintilagdo liquida (Packard® Tri-carb 2100 TR) para a estimati\}a de perdas. As
areas e tempos de retencdo do AIA e do ABA foram avaliadas por cpmparagéo com

concentracbes conhecidas destes horménios.

2.2.8. Determinagao da matéria seca

Trés amostras (200 mg de MF) de culturas embriogénicas de cada tratamento de
‘ multiplicagdo foram mantidas a 70 °C durante 72 horas para obtencdo da matéria seca (MS). Os
dados de MS foram expressos em porcentagem da MF inicial utilizando a equagdo MS%=

(MS/MF)*100. |
2.2.9. Estratégia experimental e analise estatistica

Todos os experimentos foram conduzidos em blocos completamente casualizados. Todos
os tratamentos foram representados em triplicata e os dados obtidos submetidos & analise de
variancia (ANOVA) e, posteri‘ormente, ao teste de separacdo de médias SNK (SOKAL e ROHLF,
1995) com auxilio do programa Statgraphics® 7.0. |
2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1. Indugéo e multiplicagio das culturas embriogénicas

No presente estudo, a correlagio entre a data de coleta e o estagio de desenvolvimento do

embrido (Figura 1) foi dificil de ser estabelecida. Para uma mesma data de coleta, os embrides
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utilizados como explantes e provenientes de trés genétipos apresentavam diferentes estagios de
desenvolvimento, i.e. enquanto proembrides eram encontrados no gendtipo A, embrides no
estadio globular e torpedo estavam presentes no genétipo C e B, respectivamente (Tabela 2). A
diferenga nos estagios de maturagdo dos cones.femininos pode ser explicada porque a A.
angustifolia € uma espécie nativa e ndo domesticada, possivelmente, com duas ou mais
variedades botanicas coabitando uma mesma regiao com eventos resprodutivos que apresentam
uma amplitude os quais resultam nos diferentes estagios de Qensvolvimento (Reitz, 1966).

Os diferentes éstégios de desenvolvimento dos embriées foram diretamente correlacionados
com a média de indugio a embriogénese somatica (Tabela 3). Em coniferas, a frequéncia de
indugao in vitro pode estar associada a diversos fatores incluindo meio de cultura, fonte de

explante, gendtipo e fitorreguladores (Zoglauer, 2002; Stasolla & Yeung, 2003).

Tabela 2. Estagio de desenvolvimento dos embrides zigdticos de A. angustifolia
provenientes de trés genoétipos diferentes em trés datas de coleta.

Data de coleta

Gendétipo
15/12/02 , 04/01/03 26/01/03
A ~ . -Pré-embrigo " Globular =~ Torpedo
B N Torpedo Pré-cotiledonar ~ Cotiledonar
Co “Globular . -~ - Torpedo -~ Pré-cotiledonar

A inducao a embriogénese somatica em A. angustifolia foi observada 30 dias apos o inicio
do cuitivo. Este processo foi caracterizado pela extrusdo de um grupo de células friaveis e
transllcidas originadas a partir do apice meristematico do embrido zigdtico apresentando
subseqlente proliferacdo celular (Figura 1f). A competéncia embriogénica foi influenciada pelo
estagio de desenvolvimento do explante (Tabela 3) e altas médias de indugéo (66,7%) foram
observadas em embrides em estagio de desenvolvimento pré-cotiledonar. Pro-embriées e
embribes globulares apresentaram média de indugdo de 13,3% e 31,3%, respectivamente.
Embribes zigbticos em estagio de desenvolvimento cotiledonar apresentaram baixas taxas médias
de indugdo e estas culturas nio apresenta\}am competéncia en;briogénica (Dados nao

apresentados). As médias de indugio observadas no presente trabalho podem ser consideradas
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altas cohparativamente aquelas observadas em outras espécies de coniferas como Pinus taeda,
onde a taxa média observada foi de 17,9% (Pullman et al., 2003).
Os dados obtidos neste trabalho confirmam prévios resultados com A. angustifolia (Guerra
et al., 2000; Santos et al, 2002, Silveira et al., 2002) nos quais o embrido em estagio de
~desenvolvimento pré-cotiledonar apresentou a melhor competéncia para indugdo embriogénica,
contudo, nio diferindo estatisticamente do estagio de desenvolvimento torpedo. Estes autores
concluiram que a competéncia para indugdo das culturas embriogénicas & perdida apés 0
desenvolvimento dos cotilédones. O requerimento restrito de explantes juvenis, freqiientemente
de origem embridnica, indica que ¢é dificil o redirecionamento do programa de desenvolvimento em
coniferas para obtengao de culturas in vitro (Stasolla et al., 2003).
O mecanismo de indugao das culturas emﬁriogénicas néo esta to:.talmente compreendido.
De acordo com Zoglauer (2002), durante a fase de indugdo, a célula cessa seu programa de
especializagéd e inicia um novo programa de desenvolvimento. O programa de especializacio é
negativamente afetado pela metilacdo do DNA na qual as auxinas desempenham um papel
fundamental (LoSchiavo et al., 1989).
Tabela 3. Taxa de inducdo das culturas embriogénicas de

Araucaria angustifolia a partir de embribes zigéticos em
diferentes estagios de desenvolvimento.

Estaglcf de N° de dados Medja de 1
desenvolvimento Indugédo (% ).
Pré-embrigo ~ .~ 180" = 133c
Globular 360 31,3b
Torpedo - - 540 . 528a
Pré-cotiledonar | 360 66,7 a
- Meédia . 41,09
C.V. (%)* 32,9

'Médias seguidas pela mesma letra nao diferem significativamente entre
si de acordo com o teste de SNK (p<0,05). 2 Dados transformados para
~log (x+2). '

A fonte de carbono e os fitorreguladores suplementados ao meio de cultura influenciaram

significativamente as taxas de indugdo das culturas embriogénicas (Tabela 4 e 5). A sacarose
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(56,6%). foi superior a maltose (35.4%) (Tabela 4). O meio de cultura suplementado com sacarose
também apresentou uma alta proliferagéo celular (Figura 1g), especialmente quando combinado
com 2,4-D (SQM), BAP e Kin (2uM cada). Contudo, a suplementacdo do meio de cultura com
maltose (3%) mais 2,4-D (5uM), BAP e Kin (2uM bada) resultou e‘m uma reducao da proliferacéo
celular, porém favorecendo o d'e‘senvolvimento de prp-embriée_s somaticos com morfologia bipolar
€ que apresentavam suas células reativas ao carmim acético (Figura 1d). Pré-embrides
desenvolvidos em . meio de cultura supl.ementado com sacarose eram menos organizados
demonstrando disturbio de polaridade e a morfologia difusa (Figura 1c). Padrlées similares de
desenvolvimento foram observados em culturas embriogénicés de Picea abies (Filonova et al,
2000). Em Hevea brasiliensis, o efeito da maltose na morfologia e histodiferenciagdo das culturas
embriogénicas .pode ser atribuido ao baixo suprimento de hexoses (Blanc, 2002). Isto sugere que
a hidroélise Ientavda maltose & o sinal bioquimico que conduz a célula a formacdo de embrides
somaticos. Ao contrario, a rapida hidrolise da sacarose pode incrementar o conteido de hexoses
e compostos de reserva direcionando a célula para uma rapida proliferacdo celular, a qual é
consistente cdm os resultados observados no presente trabalho. Nas culturas embriogénicas de
A.angustifolia. a suplementacéo do meio de cultura‘com sacarose foi um evento associado com
alta taxa de multiplicagéo e pro-embriées desorganizados, enquanto a maltose é um possivel fator

para iniciar o desenvolvimento organizado das culturas embriogénicas.

Tabela 4. Efeito da fonte de carbono na taxa de indugido de
culturas embriogénicas de A. angustifolia.

Fonte de qarbono (p/v) N°de dados ln:":;:: ;Z y
Sacarose 3% = 720 . 566a
Maltose 3% 720 354 b
Media -~~~ 460
CV. (%2 | 33,4

'Médias seguidas pela mesma letra n&o diferem significativamente entre
si de acordo com o teste de SNK (p<0,05) % Dados transformados para
log (x+2).
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Tabela 5. Taxa média de indugéo de culturas embriogénicas em
A. angustifolia em resposta a diferentes tipos e concentracées
de fitorreguladores.

Namero de Média de

Fitorreguladores (1M) Explantes Indugéo (% )
. S 77 480 .. 7 30,02b
24D (5 +BAP (2 eKin(2) 960 48,64a
o Meédia o 39,33
C.V. (%) : 18,90

"Médias seguidas pela mesma letra n&o diferem significativamente entre
si de acordo com o teste de SNK (p<0,05). ? Dados transformados para
Jog(x+2).

-2.3.2. Morfologia celular e competéncia embriogénica

Foram observados dois principais tipos celulares nas culturas embriogénicas de. A.
angustifolia: Células alongadas, as quais erarﬁ altamente vacuoladas; e células isodiamétricas,
que eram pequenas e com citoplasma denso (Figura 2). Estas células apresentavam-se
agrupadas em agregados celulares bresentes nas culturas embriogénicas durante a multiplicacgéo.
Os agregados celulares apresentavam variagdo no tamanho e morfologia revelando diferentes
afinidades aos corantes durante a andlise citoquimica. As células pequenas eram reativas ao
carmim acético ‘apresentando coldrégéo vermelha intenso (Figura 2a) e as células alongadas eram
permeaveis ao corante Azul de Evans (Figura 2b). A positiva reagio ao carmim acético (Durzan,
1988) e a forrhagéo de pré-embrides somaticos com morfologia bipolar (von Arnold et al., 1996)
sao caracteristicas fortemente associadas com a competéncia da célula para o desenvolvimento
completo de embrides somaticos quando submetida ao tratamento de maturacdo. Em nosso
trabalho, diversos estagios de organizagdo morfoloégica dos pré-embrides foram observados‘
(Figura 1h,i j.k,I,m).

Em coniferas, varios sistemas embriogénicas in vitro associam a morfologia celular a
competéncia embriogénica (Egertsdotter & von Arnold, 1998). As diferengas na morfologia gé;lular

podem ser influenciadas por diversos fatores como a fonte de explante e composicdo do meio de
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cultura (Fehér ét al., .2003). No presente trabalho a fonte de carbono afetou significativamente as
taxas de indugao e a organizagdo morfolégica das culturas embriogénicas de A. angustifolia
‘(Figura 3). Ainda, outros eétudos‘relatam sobre requeriment.o de um certo grau de organizacdo
morfolégica das culturas embriogénicas anteé de submeter aos tratamentos de maturagdo como
pré-requisito para o desenvolvimento de embrides somaticos completos (Jalonen & von Arnold,
1991; Bozhkov et él., 2002; Stasolla et al,, 2003)l.

Em Picea abies, as culturas embriogénicas foram classificadas em dois grupos baseados
na morfolovgia.da célula (Mo et al., 1996). Células do grupo A'apresentavam um apice embrionario
Iargd e formavam embrides completos em réspost‘z-’z aos tratamentos de rﬁaturagéo. Ja as células
do grupo B apresentavam apices embrionarios pequenos e estruturalmente desorganizados
resultando na formacdo de poucos e ou anormais embrides somaticos. De ‘acor.'do com esta
classificagdo, no presente trabaiho foram observados dois grupos celulares distintos, baseados na
vm.orfo'logia bem como no padrio de desenvolvimento (Figura 3). As 'cultﬁras embriogénicas
induzidas e mantidas em- meio'de cultura suplementado com maltose apresentaram morfologia
(tipo A), na qual os pro-embrides eram formados por agregado- de células embriogénicas
conectados a células do suspensor (Figura 2d). As culturas emb\riogénicés mantidas em meio de
cultura com sacarose apresentavam morfologia difusa (tipo B) com distarbio na polaridade, em
- que, os pré-embrides consistiam de um agregado de células embriogénicas circundado por
células do suspensor (Figura 2 c). A transi¢ao do desenvolvimento das culturas pré-embriogénicas
para embribes sométicosi globulares é‘ um ponto critico na embriogénese somatica de A.
anguétifolia e a presenca de maltose no meio de cultura é um fator determinante para esta
transicdo levando a histodiferenciacio e o posterior estagio de desenvolvimento dos embrides

somaticos.
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Figura 1. Embriogénese zigbtica e somatica em Araucaria angustifolia. A) pré-embrido
zigobtico, b) embrido zigético globular, ¢) embrido zigético pré cotiledonar, d) embrido
zigético cotiledonar e ) embrido zigético cotiledonar tardio, f) indugdo da cultura
embriogénica a partir do apice embrionario zigético, g) multiplicacdo da cultura
embriogénica, h) tipos celulares mais freqlentes em culturas embriogénicas na fase
de multiplicagéo, i,j,k,I,m) sucessivos estagios de desenvolvimento de pré-embrides
somaticos. (Barras a,b,c,d,e,f,g=1mm; h=12,5um; |,j,k=25um; I=50 um e m=125 pm).
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Figura 2. Culturas embriogénicas de A. angustifolia submetidas a analise citoquimica com carmim
acético e azul de Evans. a) células pequenas isodiamétricas reativas ao carmim acético, b) células
alongadas e vacuoladas permeaveis ao corante azul de Evans, c) culturas mantidas em meio de
cultura BM suplementado com sacarose apresentando morfologia difusa, com disturbio da
polaridade. O pré-embrido consiste em um agregado de células embriogénicas circundado por
células do suspensor, d) culturas embriogénicas com morfologia bipolar induzida e mantida em
meio de cultura suplementado com maltose. O pr6-embrido é formado por um agregado de células
embriogénicas conectado a células do suspensor, (Barras a,b = 15um e b,c = 1mm).
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a) BM Sacarose = pré-embrido
com morfologia difusa

' Maturagdo

el ) Formagcdo de

Embrides somaticos

-;»:1_,3;.,,;1_,‘;‘,,“,; 5

Planta matriz

Embrido Zigotico

b) BM + Maltose = pro-embrido
com morfologia bipolar

Figura 3. Diagrama dos eventos morfogenéticos associados ao protocolo de embriogénese
somatica em A. angustifolia. a, b) efeito da fonte de carbono na morfologia das culturas
embriogénicas e histodiferenciacéo dos embrides somaticos.

2.3.3. Proteina, amido, ABA e matéria seca

O conteudo de proteina e ABA foi significativamente superior em culturas embriogénicas
multiplicadas em meio de cultura com maltose, comparativamente aquelas multiplicadas com
sacarose (Tabela 6 e 7). Na cultura de tecidos vegetais, a sacarose tem sido a fonte de carbono
mais utilizada como energia para o crescimento em plantas (George, 2003). Em diversas
espécies, a sacarose tem sido suplementada ao meio de cultura na fase de multiplicagéo
enquanto a maltose aparece com maior freqiiéncia na fase de maturagdo, sendo atribuida a esta
ultima duas principais atividades: fonte de energia e ou agente osmoético (Blanc et al., 2002;
Zoglauer et al., 2002; Stasolla & Yeung 2003; Lipavskd & Konradova, 2004). Durante a
multiplicacdo a suplementagédo com maltose ao meio de cultura tem sido associada a mudancas
na morfologia das culturas embriogénicas (Blanc et al., 1999). Em coniferas, a dindmica do
conteudo endoégeno de carboidratos durante a embriogénese é caracterizada por um alto

conteudo de hexoses durante a fase de multiplicagdo enquanto que o conteudo de amido e
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proteina & maior nas fases de maturagéo, desidratagdo e germinagédo (Lipavska & Konradova,
2004).

A distribuigéo da sacarose € mediada por duas principais enzimas: invertases e sacarose
sintase (SUSy), seguida da subsequbente utilizagdo das hexoses produzidas. As invertases
désempenham um importante papel na regulacio da composi¢io de agucares e na hidrélise da
sacarose (Tang et al, 1998) enquanto que a SuSy é correlacionada também com a sintese de
amido (Winter & Huber, 2000). Durante a embriogénese somatica de Picea mariana e Picea
glauca foi obsérvada alta atividade da inve_rfase acompanhada de um acumulo de hexoses nos
estagios pré-embrionérios de desenyolvimento, enguanto que os estagios tardios eram marcados
pela alta atividade da enzima S'US'y e acumulo de substancias de reserva (Iraqui & Tremblay,
2001).

Apesar de que no presente trabalho ndo foi realizado o acompanhamento da atividade
enzimatica, o contetido de amido e proteinis observado sugere uma relagdo com a atividade
enzimatica envolvida na hidrélise da maltose e sacarose. No meio de cultura com sacarose, o
contetdo de amido foi maior, possivelmenté devido ao alto conteudo de hexoseé resultante da
hidrélise da éacar_ose, que por sua vez regulam a atividade da enzima SUSy (Iradi & Tremblay,
2001) correlacionada com a sintese de amido (Winter & Huber, 2000).. Neste fratamento além da
atividade enzimatica para a sintese de amido, outra hibétese que eXplicaria os valores
observados, seria a alta demanda de energia para o metabolismo durante a divisao celular, ja que
este tratamento apresentou uma ‘maior multiplicagéo. celular em relagdo aos tramentos
- suplementados com maltose (dados ndo mostrados). Em Picea mariana e Picea glauca, durante a
multiplicagcdo das culturas embriogénicas em meio de cultura suplementado com sacarose, foi
observado que a alta aﬁvidade de invertases gera hexoses necessarias para o crescimento das
culturas embriogénicas enquanto que a atividade das enzimas SuSy e da sacarose fosfato
sintetase (SPS) esteve associada a niveis ceIQIares estaveis de. sacarose (fraqi & Tremblay,
2001). Resultados similares também foram observados em Pic_eé abies, em que culturas

embriogénicas multiplicadas com sacarose apresentavam alta atividade da invertase e baixa -
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atividade da SUSy, e o contetido endégeno de carboidratos era caracterizado pelo alto contetdo
de hexoses e baixo éonteudo de sacarose (Lipavska et al., 2000; Konradova ét al., 2002).

No presente trabalho, o menor contéudo de amido observado no meio de cultura
suplementado com mailtose sugere que ocorreu um decréscimo na atividade das invertases
resultando em um decréscimo na razdo hexose/sacarose, ativando a enzima SUSy' respbnsé'vel
pela deposicdo de amido neste tratamentb. A atividade de invertase pode ter side diminuida pela
duséncia de sacarose ;10 meio de cultura e pelo baixo conteudo de glucose resultante da lenta
hidrélise da maltose (Blanc et al,, 2002). Contudo, outro estudo indica que a’'sacarose por si s6
nao é suficiente para promover o acumulo de reservas na auséncia de um mecanismo adicional
que pode ser sinalizado pela presenca de ABA no meio de cultura (Finkelstein & Gibson, 2001).

Nas culturas embriogénicas suplementadas com maltose foram observados valores
significativamente superiores de ABA comparativamente a sacarose (Tabela 6 e 7). Estudos
moleculares indicam uma estreita relagao entre a concentracido de agucar e a biossintese de ABA
(Sheen & Leon, 2003). Durante o desenvolvimento da semente em Iégumes foi observado que a
glicose induz a ativagdo de genes responsaveis pela biossintese de ABA (Winter & Huber, 2000).
Isto sugere que os valores de ABA observédos nb presente estudo tiveram sua biossintese
sinalizada pela presenca de glucose, proveniente da hidrélise da maltose suplementada neste
meio de cultura. Em diversas espécies durante a embriogénese o acumulo de amido e ABA é
também acompanhado pela sintesve de proteinas (Schuller et al., 2000), o que confirma os
resuitados observados no presente trabalho. Além disso, os valores de proteina, amido e ABA
corroboram com a analise morfologica destas culturas confirmando a relagio dos componentes
enddgenos.com a organiza¢do morfolégica dos pro-embrides neste tratamento.

Os valores de matéria seca (MS) nao foram influenciados significativamente ‘pela-fonte de
carbono, indicando que o acumulo de amido e proteinas observado no tratamento com maltose na
concentragao utilizada neste estudo ndo provocaram a vacuolizagéo celular condizente com o
processo de diferenciacdo celular observados nos estagios tardios de desenvolvimento da

semente (Bewley & Black, 1994). Possivelmente, o efeito da maltose nas culturas embriogénicas -
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de A. angustifolia esteve relacionado com o estabelecimento da polaridade que € uma das

primeiras etapas da organizagdo morfologica dos pré-embrides somaticos.

2.3.4. AIA

Valores significativamente superiores no conteudo endégeno de AlA foram observados
em culturas embriogénicas multiplicadas em meio de cultura suplementado com 2,4-D (5uM), BAP
e Kin (2uM cada) (Tabela 8). Diversoé estudos relatam que adigdo exodgena de fitorreguladores ao
meio de cultura estimula a produgdo enddégena de hormdnios (Pasternak et al, 2002; Jiménez,
2001). Em culturas embriogénicas de cenoura\“foram observados resultados similares e os autores
indicam gue o aumento no contelido endogeno de AlA esteve relacionado a presenca de 2,4-D no
meio de cultura (Ribnicky et al., 2002; Fehér et al., 2003).

As auxinas s&o conhecidas como mediadoras da transicdo das células somaticas para
células embriogénicas (Jiménez, 2001). Além disso, as auxinas regulam diversos processos de
desenvolvimento em plantas entre eles a divisdo celular (Reed, 2001). Em culturas embriogénicas
de A. angustifolia o conteudo endégeno de AlA foi diretamente relacionado com a multiplicacéo
celular, uma vez que valores significativamente supériores de AlA foram observados quando meio
de cultura foi suplementado com sacarose e fitorreguladores, que também resultou em maior
multiplicagdo celular (Tabela 6). O contetido de ABA foi inversamente proporcional ao contelido de
AIA. Os menores valores de AlA foram observados em culturas embriogénicas multiplicadas com
maltose, as quais também apresentaram valores significativamente superiores de ABA (Tabela 7).

O aumento no contelido enddgeno -de AlA em diversos estudos é também associado a
culturas celulares competentes, porém, a remogéo dos reguladores exdgenos € fundamental para
o inicio da formacgao dos embrides somaticos (Li & Neumann, 1985; Sasaki et al, 1994; Jiménez &
Bangerth, 2001; Ribnicky et al., 2002). Auxinas parecem ser essenciais na inducéo e muitiplicagéo

embriogénica, mas inibem a maturagdo (Neumann, 2000). Devido a isso, apés a indugdo, as
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culturas embriogénicas ééo geralmente subcultivadas para meios de cultura com redugéo de
fitorreguladores ou até isento deles. |

Em A.éngustifolia foram obtidas culturas embriogénicas em rheio de cultura sem a
suplementacéo de fitorreguladores. Apesar disso, foram observados contetidos de AIA endégeno
nestas culturas, porém, significativamente inferiores aqueles observados em culturas multiplicadas
com a presenca de fitorreguladores. O conteudo endégeno de AIA observado neste tratamento
pode ser proveniente da liberagéo de AIA conjugado nestas células. O AIA bcorre nos tecidos
vegetals na forma livre (ativa) ou conjugada (|nat|va) embora este Ultimo néo tenha sido dosado
nas culturas no presente trabalho. O AIA na forma conjugada encontra-se ligado a pequenas
moléculas como a glucose, mio-inositol e acido aspartico ou, ainda, com macromoléculas como

as glicoproteinas e polipeptideos (Sandberg et al., 1987).

Tabela 6. Efeito dos tratamentos de multiplicacio no contetido endégeno de
AlA, ABA, proteina, amido e MS% das culturas embriogénicas de A.
angustifolia. Maltose (M), sacarose (S), fitorreguladores 2,4-D (2uM), BAP e Kin
(0.5uM cada) (2) e auséncia de fitorreguladores (0).

AlA ABA Proteina Amido

Tratamento ng.g'MF ng.g"MF mg.g'MF mg.g"' MF MS%
82 1804a 2160c .. 012b ~ 1,76a  361a
S0 854c  4423b o13b " 1,42b  442a
M2 1098b-  8198a . 021a - 132b . " 381a
Média 15,52 49,27 0,15 1,50 3,95

C.V. (%) 1,50 2,70 1,30 260 340

Médias seguidas pela mesma letra nao diferem S|gnlf|cat|vamente entre si de _
acordo com o teste de SNK (p<0,05). 'Dados transformados para log (x+2).
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Tabela 7. Efeito da fonte de carbono no conteldo endégeno de AIA, ABA,
proteina, amido e MS durante a multiplicagdo das culturas embriogénicas de A.

angustifolia.
Fonte de AIA ABA  Proteina . Amido S%
(3% piv) ng.g’ MF ng.g MF mg.g MF mg.g” MF ‘
Sacarose 1329a . 3291b. " 0,12b ~ 159a =~ 401a
‘Maltose 10,98 b 8197a = 0,20a 1,32 a 3,81a
Média 12,14 57,44 0,16 1,45 3,91
C.V. (%) 11,50 8,23 1,30 4,10 4,60

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si de
acordo com o teste de SNK (p<0,05). 'Dados transformados para log (x+2).

Tabela 8. Efeito da presenca e auséncia de fitorreguladores no contetdo
endoégeno de AIA, ABA, proteina, amido e MS durante a multiplicagdo das
culturas embriogénicas de A. angustifolia. . ' '

Fitorreguladores AlA ABA Proteina Amido

0,
(uM) ng.g'MF ng.g'MF mg.g'MF mg.g'MF MS%
. '854b.  4423a  013a  142b  4,42a
2,4-D (2) + BAP |
(0.5) e Kin (0.5) 1451a 4927 a 0,15 a 1,54 a 3,72b
' -Média : 11,52 46,75 - 014 1,48 . 4,06
C.V. (%) 8,10 15,73 2,60 4,90 3,20

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si de
acordo com o teste de SNK (p<0,05). 'Dados transformados para log (x+2).

2.3.5. Poliaminas

O conteudo de poliaminas variou significativamente nas culturas embriogénicas
provenientes dos diferentes tratamentos de multiplicacdo. O maior contelido de PAs totais e
também de [Put*(Spd+Spm)-1] foi observado no tratamento suplementado com sacarose (3%) e
2,4-D (2uM), BAP e Kin (0,5uM cada) (S2), seguido no tratamento isento de fitorreguladores (S0)
(Figura 4). O tratamento com maltose 3% e 2,4-D (2uM), BAP e Kin (0,5uM cada) (M2) apresentou
o menor contetido de PAs comparativamente aos demais tratamentos. Foi observada um maior

conteudo de PAs livres em relagé6 a PAs conjugadas em todos os tratamentos, sendo a Put a
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poliaminé dominante tanto na forma livre quanto conjugada. O conteudo Put foi diretamente
relacionado & alta multiplicagdo celular nos trafamentos S2 e S0, comparativamente ao tratamento
M2 com menor multiplicagao celular.

- O incremento da biossintese de poliaminas em plantas tem sido correlacionado com
incremento da divisdo celular (Gallston & Flores, 1991). Durante a embriogénese zigotica em
diversa espécies de coniferas o conteldo de PAs é maior durante os estagios inicias da
embriogéﬁese diminuiﬁdo na formacdo dos cotilédones (Astarita et al, 2003b; Silveira et al,
2004a). Durante a indugido de culturés embriogénicas de Solanum melongéna foi observada
intensa proliferacao da cultura com iﬁcremento no conteudo endogeno de PAs (Fracassini et al.,
1980; Maki et al., 1991). Em culturas embriogénicas de Pinus oocarpa e Pinus patula. a Put foi
relacionada ao estimmo da divisdo celular (Feirer, 1995). Outros resultados demonstram que o
conteudo enddgeno de PAs esta associado com di_fe’rengas na capacidade_ embriogénica das
culturas (Sharma & Rajam, 1995; Yadav & Rajam, 1997). Contudo, em nosso trabalho os maiores

contetidos foram observados em tratamentos suplementados com sacarose.
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Figura 4. (A) PAs Totais, (B) razdo de PAs, (C) PAs Livres e (D) PAs conjugadas das culturas
embriogenicas'de‘A. ahgustifolia nos diferentes tratamentos de multiplicagdo. Meio de cultura BM
suplementado pafa maltose (M), sacarose (S), fitorreguladores 2,4-D (2uM), BAP e Kin (0.5uM
cada) (2) e isento de fitorreguladores (0). (A e B) Médias seguidas pela mesma letra nao diferem
significativamente entre si de acordo com o teste de SNK (p<0,05) (C.V.a = 11,2%; CV.g=7,3%)
(C e D) Dados representam a media + desvio padrao.
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CAPITULO Il

DINAMICA DE CRESCIMENTO E ASPECTOS FISIOLOGICOS E BIOQUIMICOS DE -

SUSPENSOES CELULARES EMBRIOGENETICAS DE Araucaria angustifolia
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3.1. INTRODUCAO

Suspensdes celulares sdo consideradas a forma mais apropriada para o cultivo massal de
celulas vegetais (Wickremesinhe & Arteca, 1994), permitindo a redugéo dos custos da propagagéo
clonal e a multiplicagdo de genétipos superiores ou ameagados de ext.ingéo (Lipavska &
Konradova, 2004). Com o propdsito de aumentar o potencial‘ da embriogénese somatica como
sistema de propagacdo vegetativa é necessario o desenvolvimento de condicdes de cultura
apropriadas para manutengdo e multjplicacdo de cuituras embriogénicas em suspénsées celulares
(Lulsdorf et al., 1992). |

Suspensdes celulares sdo também um sistema experimental adequadt; para estudos
fisioldégicos e da dindmica de crescimento de gulturas embriogénicas in vitro (Lulsdorf et al., 1992).
Outra vantagem € o béixo grau de diferenciagdo celular proporcionado por este sistema e que
geralmente n3o esta presente na maioria dos tecidos e 6rgéaos (Szabados et al., 1993).

Diversos estudos‘ mostraram um importante papel das poliaminas na proliferagao celular,
agindo em fases essenciais do desenvolvimento celular, e em resposta as condi§6es de estresse
bidtico e abidtico (Kt’migshcfer et al., 2002, Galston, et al., 1997), embora ainda seus mecaniémos
de acdo nao estdo completamente elucidados (Bouchereau et al, .19'99). O crescimento das
culturas embriogénicas em geral é associado a mudangas na sintese e mobilizacdo de proteinas,
carboidratos e lipidios. O conteudo destas substancias é modificado nas diferentes fases de
crescimbento. e em fungdo do suprimento de energia para o crescimento .celvular (Nomura &
Komamine, 1995). | |

O objetivo deste trabalho foi estudar parametros bioquimicos e fisioldgicos associados a
dindmica de crescimento, assim como, a sintese e 0 acimulo endégeno de proteinas, amido e

poliaminas em suspensao celulares de A. angustifolia.
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3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1. Material vegetal

Foram utilizadas culturas embriogénicas de A. angustifolia, induzidas e estabilizadas no
periodo 2002/2003, segundo Steiner et alv.‘, (2004). As culturas foram mantidas em ciclos
repetitivos de divisao celular, em meio de cultura BM (Gupta & Pulmann, 1991),' su_plementado ou

nao com 2,4-D (2uM), BAP (0,5uM) e Kin (0,5uM).

3.2.2. Meio de cultura

O meio de cultura utilizado baseou-se na formulagéo sélina BM (Gupta & Pullman, 1991)
acrescida de L-glutamina (1 g.L™"), mio-inositol (1 g.L") e caseina hidrolisada (0,5 g.L™"). Estes
componentes foram filtroesterelizados e adici.onados ao meio de cultura apés é autoclavagem.
Foram testados tratémentos, com variagao para fonte de carbono maltose (3%) ou sacarose'(3%)
e para suplementacio com os fitorreguladofes: 2,4-D~ (2uM), BAP (0,5uM) e Kin (0,5uM) (Tabela

1).

Tabela 1. Tratamentos utilizados no experimento de suspensodes celulares de A. angustifolia.

Formulagdo Salina BM (Gupta & Pullman, 1991)

Denominagao | Fonte de carbono (p/v) | Fitorreguladores
do Maltose ~ Sacarose | 24-D -  BAP KIN
Tratamento (3%) (3%) (2uM) __ (0.5uM) _ (0,5uM)
~ SF X X X X
S .- X - - -
MF X - . X X X
M X - - - -
CF - X X X
CMS - - - - -

*(x) = presenga; (-) = auséncia
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3.2.3. Condigées de cultura in vitro

Para cada tratamento foram inoculados cinco fraécos de Steward, sendo quatro frascos -
simples e um frasco adaptado com tubo de centrifuga graduado. Cada frasco de Steward com 100
mL de meio de cultura foi inoculado com culturas embriogénicas provenientes dd,meio semi-
éélido. Apbs a inoculacdo, os frascos com as culturas foram incubados no escuro em um agitador
orbital com rotacao lenta (1 rpm), a 2512°C.

Para avaliagdo da dinamica de crescimento celular das culturas embriogénicas foram
utilizados frascos de Steward adaptados a tubos de Centrifuga graduados. Cada frasco continha
100 mL meio liquido, cbm uma aliquota inicial de 1g da cultura embriogénica em tod.os 0s
tratamentos, obtendo-se um volume inicial de 2 mL. Avaliou-se o crescimento celular por meio de |
leituras do volume celular sedimentado de trés em trés dias, invertendo a posicao dos frascos.

Para a analise _bioquimica foram coletadas amostras celulares a cada 15 dias
contemplando todas as fases de crescimento das suspensdes celulares. Estas foram
armazenadas em freezer (-'20°C) para as posteriores analises bioquimicas. Em cada coleta foi

avaliado também o pH do meio de cultura.

3.2.4. Determinacao de proteinas e amido

Foram utilizadas amostras de 300 mg de culturas embriogénicas de todos os tratamentos
aos 5, 20, 35 e 50 dias de cultivo. A metodologia para extragdo e dosagem de proteinas e amido

encontra-se descrita nos itens 2.2.4 e 2.2.5 do capitulo |.
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3.2.5. Determinacgéo de poliaminas

Amostras de 300 mg de matéria fresca (MF) das culturas embriogénicas de todos os
tratamentos aos 5, 20, 35 e 50 dias de cultivo foram analisadas. A metodologia para extracdo e

determinac3o das poliaminas encontra-se descrita no item 2.2.6 do capitulo |.

3.2.6. Estratégia experimental e analise estatistica

O experimento foi conduzido em blocos completamente casualizados. A analise bioquimica
foi realizada em triplicata para cada tratamento. Os dados foram representados através das

médias e desvio padréo.

3.3. RESULTADOS E "DISCUSSIIT\O_

3.3.1. Dinamica de crescimento e pH do meio de cultura

Suspensdes celulares possuem um alto potencial para multiplicagao massal de culturas
embriogénicas de coniferas (Lulsdorf et al, 1992). A presenga de fitorreguladores no meio de
cultura afetou a dinamica de crescimento das suspensdes celulares em A. angustifolia in vitro. Os
tratamentos suplementados com sacvarose (3%) ou maltose (3%) e fitorreguladores 2,4-D (2uM),
BAP (0,5uM) e Kin (0,5uM), sendo eles SF, MF e S, apresentaram um incremento no volume
celular sedimentado (Figura 1A), indicando ‘aptidéc.) para a multiplicagdo massal das culturas
embriogénicas.

‘O tratamento com sacarose e fitorreguladores (SF) apresentou o maior incremento, com
volume celular sedimentado de 51 mL apos 42 dias de g_:ultivo. Ja o tratamento suplementado com

maltose e fitorreguladores (MF) apresentou 49 mL ap6s 54 dias de cultivo, atingindo a fase
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estacionérié 12 dias ap6s no tratamento SF. Em Glycine e Acer sp, observou-se que o
crescimento dos tecidos em meio.de cultura suplementado com .maltose também foi lento
comparado a outras fontes de carbono (George,1993). Estes resultados possivelmente estéo
relacionados ao balanco de citocininas e auxinas presentes no melo de cultura As citocininas
agem diretamente no ciclo celular, provavelmente na regulagao da smtese de proteinas
envolvidas na formagéo e funcgdes do fuso mitético. Ja as auxinas agem em duas rotas durante o
crescimento ce|ular estlmulam a acidificagdo da parede celular e mduzem 0 processo de
transcrigcdo seletivo, codificando proteinas associadas com o cresmmento celular (George 1993).
Comparativamente, Silveira et al., 2004b observou a fase estacionaria em suspensdes celulares
.de Pinus taeda apds 24 dias de cultivo. J4 em A. angustifolia a fase estacionaria foi alcangada
apods 54 dias de cultivo (Santos, 2000).

Culturas embriogénicas que crescem na auséncia de fitorreguladores podem ser
classificadas como habituadas. A habituagéo € geralmente reversivel, tratando-se d_e um carater
epigenético que direciona para a autonomia hormonal (Jiménez, 2001). Culturas suplementadas
apenas com sacarose e auséncia de fitorreguladores (S) apresentaram um‘.volume celular
sedimentado de 40 mL, atingindo a fase estacionaria aos 48 dias de cultivo. Ao contrario, as
culturas suplementadas com maltose e sem a de fitofreguladores (M) aprésentaram apenas um
incremento inicial do volume e posterior estabilizagao até o final do periodo de cultivo, semelhante
ao observado nos tratamentos controle (CF e CMS) (Figura 1A). O crescbimento das culturas
suplementadas apenas com sacarose (S) p;jssivelmente se deve ao fato de que estas culturas
apresentaram biossintese endégena de horménios conduzjndo a multiplicacao celular, enquanto
que naquelas cuituras suplvementadas com maltose isto pode ter ocorrido de maneira reduzida.
Segundo Sheen & Leon (2003), existe uma estreita conexdo entre a presenca do'agucar no meio
de cultura e a biossintese hormonal endégena. Neste caso a sinalizagio para biossintese
endc')genaAhormonaI pode ser atribuida ao tipo de agucar presente no meio de cultura, a sacarose.

Em todos os tratamentos testados (SF, S, MF, M, CF e 'CMS) as mudancas de pH do meio

de cultura, seguiram o padrdo normal para culturas embriogénicas de coniferas, com redugéo

52



_CAPITULO Il

e —te——————— e ———————————— -

inicial seguido por .um- incremento de pH no ‘_fihal do periodo de cultivo (Figura 1B). Em
suspensdes celulares de Araucaria angustifolia (Astarita & Guerra, 2000), Picea mariana e Picea
glauca-engelmannii (Lulsdorf et al., 1992) também foi observado o’ mesmo padrio de variagdo de
pH.

As mudangas de pH obser\)adas podem refletir variagdes do metabolismo do nitrogénio.
Devécordo com Find et al. (1998), as mudancas de pH do meio de pultura séo" resultantes da
preferéncia por ébsorgéo do amc“_)nio (NH4") ao nitrato (NOj). Assim, a redugéo de pH inicial
parece refletir a absorééo preferencial de arﬁyénio, e o aumento de pH subsequqnte poderia ser
associado com absorgéo do nitrato depois do amonio ter esgotado (Lulsd'orf et‘al., 1992). Estes
resultados' podem ainda ser relacionados com a presenga de auxina no meio de cultura nos
tratamentos MF e SF. Auxinas promovem o crescimento celular e induzem a secregao do ion (H+)
através da pa.rede ce_lulér. A exportacdo de protons acelera a acidificagdo do meio de cultura
(George, 1993). Contudo, a gradual acidificagdo do meio de cultura ndo afetou o crescimento

celular.
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Figura 1. Efeito da fonte de carbono e dos fitorreguladores suplementados ao meio de cultura
BM (Gupta & Pullman, 1991) em suspenses celulares de A. angustifolia. (A) Dinamica de
crescimento (B) pH do meio de cultura. Tratamentos: SF (BM + sacarose (3%) + 2,4-D (2uM),
BAP e Kin (0,5uM)); S (BM +sacarose (3%)), MF (BM +maltose (3%) + 2,4-D (2uM), BAP e Kin
(0,5uM)); M (BM + maltose (3%)); CF (BM + 2,4-D (2uM), BAP e Kin (0,5uM)); CMS (BM).
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3.3.2. Poliaminas

Diversos estudos tém demonstrado que a competéncia para a formagdo de embrides
somaticos, seu d;asenvolvimento e conversdo em plantas s&o afetados pelos niveis de poliaminas
presentes nas culturas (Faure et al., 1991; Galston & Flores, 1991). Recentes estudos indicam
que o contetido endégeno de poliaminas esta relac;ionadb a capacidade embriogénica das células
principaimente durante os estagios iniciais da embriogénese somatica em ‘S'olanum rhelongena,
Medicago sativa, Oryza sativa e Panax ginseng (Yadav & Rajam, 1998, Huang et a(.‘, 2001; Shoeb
et al,, 2001; Monteiro et al., 2002).

As culturas embriogénicas A. angustifolia apresentaram um conteudo consideravelmente
maior para as poIiarﬁinas Put, Spd e Spm na forma livre (Figura 2 A, B e C) quando comparado
com estas poliaminas na forma co‘njugada (Figura 2 D, E,F). Dentre as poliaminaé, fanto na forma
livre, quanto na forma conjugada, 6 conteddo de Put foi .maior nas culturas embriogénicas,
.seg'uido de valores intermediarios para Spd e inferiores para Spm (Figura 2). Resultados
semelhantes também foram observados por Yadav & Rajam (1998), durante o cultivo in vitro de
culturas embriogénicas-de Solanum melongena.

Nas cultura‘s embriogénicas de A. angustifolia a Put livre foi a poliamina observada em
maiores valoﬂres principalmente nos tratamentoé suplementados somente com sacérose (3%) (S)
e tambeém naqueles com adicao da sacarose (3%) e fitorreguladores 2,4-D (ZuM); BAP (0,5uM) e
Kin (0,5uM) (SF). Os niveis e as taxas de sintese de poliaminas sdo muito mais altos durante a
divisdo celular do que em tecidos em senescéncia (Minocha et al., 1991). Isso foi confirmado em
nosso experimento onde os tratamentos com maior incremento celular (S e SF) apresentaram os
maiores valores de PAs. O contetido de Put livre observado ao final do periodo de cultivo foi
menor do que o contetdo de Put inicial em todos os tratamentos, indicando .um possivel consumo
deéta poliamina durante o crescimento celular ou a conversao entr; poliaminas livres e '

conjugadas.
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As poliaminas sao consideradas por alguns autoreé como uma 'no_va classe de horménios
vegetais implicando ﬁa regulagcdo da embriogénese somatica e zigobtica (Bagni & Torrigia'\ni, 1992;
Kong et al, 1998). O papel da Put no crescimento celular ndo esta totaimente elucidado. De
acordo com Feirer, (1995) a Put estimula a divisdo celular em cultvuras embriogénicas de Pinus
oocarpa e Pinus patula. Contudo, o crescimento de calos de ‘Nicotiana tabacum em rheio de
cultura contendo baixos niveis de auxina apresentou um incremento significante nos niveis de Put,
indicando que altos niveis desta estao associados com a redugéo do crescimento celular em meio
de cultura com baixos niveis de auxinas (Rastogi & Davies, 2000). Em nosso trabalho, o meio de
cultura suplementado _somente com sacarose (S) apresentou um incremento celular menor
comparativamente aos tratamentos SF e MF suplementados com fitorreguladores, sendo
observado que os conteudos de Put neste tratamento tanto na forma livre como na forma
conjugada foram elevados (Figura 2 A e D).

No tratamento éup|ementado com maltose e fitorreguladores (MF), foi observado
acréscimo de Put livre até o 35° dia, seguido de decréscimo até o 50° dia de-¢ultivo, porém com
valores significativamente inferiores aquéles tratamentos suplementados com sacarose e que
também apresentaram incremento celular. Alguns trabalhos tém mostrado qué,as poliaminas
interagem de alguma forma com os horménios vegetais, sugerindo que auxinas e giberelinas
- podem induzir a sintese de poliaminas (Bagni & Serafini-Fracassini, 1985; Smith et al., 1985). Nos
tratamento MF suplementado com maltose e fitorreguladores, o conteldo de Put observado nas
cuituras - embriogénicas foi relacionado cbm a proniogéo da divisdo celular destas culturas.
Havelange et al. (1996), confirmam essa hipotese propondo que a Put em Sinapis alba possa
estar relacionada ao estimulo da divisdo celular, sendo que, em culturas celulares de Catharantus
roseus quando a sintese de Put foi bloqueada, ocorreu uma inibicdo da divisdo celular (Minocha
et al., 1991).

O tratamento suplementado somente com maltose (M) apresentou ao longo do cultivo um

padrao de variacao semelhante aos tratamentos controle, sem fonte de carbono e fitorreguladores

(CMS), € somente com fitorreguladores (CF), sendo observado um incremento nos niveis de Put
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livre até o 20° dia de cultivo e um posterior decréscimo até o 50° dia de cultivo (Figura 2). Estes
resultados sugerem que a sintese de Put nestes tratamentos pode ter sido bloqueada pér dois
caminhos (i) pela auséncia da fonte de carbono para a sintese de aminoacidos e éubseqi]ente
sintese de poliaminas, no tratamento CF e CMS; ii) desvio para produgao de etileno in vitro a partir
do rﬁesmo precursor das poliaminas (via S-adenosil metionina). Ainda, refor¢gando esta hipétese,
foram também observadas redugbes nos niveis de Spd e Spm livres nestes tratamenfos, no final
do periodo de culti\)o (Figura 2 B,C). Segundo Bisbis ef al. (1998), o aumento nos niveis de
poliaminas nas culturas celulares inibe diretamente a produgdo do etileno por competigdo por
SAM (s-adenosilmetionina), bem como pelo efeito de sequestrar radicais livres, necessarios para
a conversdo do ACC (acido 1-carboxilrico-1-aminociclopropano) em etileno. O uso do SAM pelos
tecidos vegetais para a sintese de poliaminas ou etileno depende do tipo de tecido, estagio de
desenvolvimento e condi¢des de crescimento (Kushad & Dumbroff, 1991). Dé maneira geral o
estresse nas condi¢Ges de cultivo &€ geralmente acompanhado por altos niveis de poliaminas e ou
etileno, e em contraste, os niveis de Spm e Spd se mantém estaveis durante estas mudancas
(Benson, 2000)..

A producéo de etileno em cultura de tecidos vegetais recebeu atencédo consideravel como
um possivel fator dé fecalcitréncia. A cultura de tecidos pode promover efeitos interativos
inibitérios entre hormdnios enddgenos e exdgenos e a recalcitrancia pode estar associada com a
alta producdo e acumulagdo de etileno in vitro. O etileno estd envolvido em muitas respostas
morfogenéticas como promovér e inibir a morfogénese in vitro. As interacdes do etilend com
outros fitorreguladores € altamente ‘complexa e € ainda pouco coﬁpreendida (Benson, 2000).
Desta forma, os resultados obtidos no presente trabalho sugerem que o etileno podéria ter
implicado em mecanismos que levaram ao decréscimo da proliferagao celular (Kumar et al., 1997)
nos tratamentos M, CMS e CF.

Apesar da Put ser importante para a manutencao da proliferagéo celular, a presenca das
poliaminas Spd e Spm é necessaria para que ocorra a diferenciagdo celular de células

especializadas em leveduras e em culturas de D. carota (Galston & Kaur-Sawhney, 1990). No
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presente trabalho, foi observado um incremento nos valores de Spd livre naé cuitufas
embriogénicas ao longo do periodo de cultivo apenas para no tratamento MF. Entretanto, nos
demais tratamentos com incremento celular SF e S foram observadas OSciIagéesv durante o
periodo de cultivo, porém o contetido de Spd no final do periodo de cultivo foi inferior ao conteudo
de Spd observado no inicio do periodo de cuItiyo (Figura 2 B, E). Isto, provavelrhente, ocorreu
devido a reducgao ﬁos niveis de Put livre nestes ;tratamentos. Em Panax ginseg o conteudo de Spd
foi indicador-da capacidade embriogénica de células cuitivadas em meio liquido sendo observado
um incremento de Spd especialmente no inicio do periodo de cultivo (Mbnteiro et al., 2002).

A Spm Iivré nas culturas. embriogén'icas foi observada em pequenas concentragGes. O
tratémento supiementado somente com sacarose (3%) épresentou a maior concentragéo de Spm
livre quando comparado com os demais tratamentos. Foi observado um decréscimo de Spm livre
ao longo do periodo de cultivo, exceto para o tratamento MF due apresentou pequenas
oscilagbes. O tipo de agucar suplementado ao meio de cultura influenciou o contetdo desta
poliaminas, sendo que os meios de cultura suplemehtados com sacarose apresentaram Vos
maiqr_es conteudos e também o maior incremento celular.

Em relacdo as PAs conjugadas foram observados os maiores contelidos nos tratamentos
SF e S, ambos suplementados com sacarose. Foi observado um incremento de Spm conjugada
no final do periodo de cﬁ;ultivo, principalmente naqueles tratamentos suplementados com maltose.
A Spm age na estabilizagao dé membrana celular e possui agdo de antioxidante (Bouchereau et
al., 1999). O contetido de Spm no final do periodo de cultivo sugere que a estabilizagdo da
membrana celular e atividade antioxidante de Spm tem papel fundamental na manutencdo da
integridade da célula quando o meio de cultura & esgotado.

Embora o conteido de poliaminas conjugadas soluveis em PCA possa variar durante o
ciclo celular, seu significado fisiolégico nos vegetais ainda nao &€ bem conhecido (Altémura et al.,
1993). Salienta-se que os primeiros esiudos realizados com poliaminas n&o fazem mengédo as
formas conjugadas (Minocha & MinocHa, 1995), estudando somente poliaminas na forma livre. A

analise das poliaminas na forma conjugada e ligada & importante para a compreensdo dos
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processos de desenvolvimento vegetal (Kaur-Sawhney & Applewite, 1993), uma vez que podem
ocorrer interconversdes entre as duas formas, mantendo niveis adequados destas substancias
(Torrigiani et al., 1989). Alguns autores sugerem que a conjugacao de poliaminas pode ser uma
forma de regUlagéo do “pool” de poliaminas livres na célula (Mader & Hanke, 1997, Bais &
Ravishankar, 2002).

Q conteddo de PAs totais e a razdo [Put.(Spd+Spm)"]'variaram entre os tratamentos
testados nas susbensc")es celulares. Incremento na biossintese de PAs totais € normalmente
correlacionado com altas taxas de divisdo e multiplicagao 6elu|ar (Bagni, 1996; Cvikrova et al.,
1999). O maiér contetdo de PAs totais foi observado nos tratamentos SF e S que :apresentaram
baixo conteudo no inicio e final do cultivo, e acimulo nas fase intermediarias de cultivo. As fases
intermediarias correspondem a fase exponencial e linear da curva de crescimento, as quais
apresentam intensa. atividade mitética (Ludsorf et al., 1992).

Alto contetdo de PAs totais tem sido relacionado com tecidos em crescimento (Yadav &
Rajam, 1998). Também alto conteudo de PAs induziram a atividade mitotica em bulbos dormentes
de Helianthus (Bagm 1996). Assim, em culturas embriogénicas de A. angustlfolla o] conteudo de
PAs totais foi assomado ao maior incremento celular. A razdo de poliaminas fon maior nos
tratamentos M e CF pnncnpalmente no 20° dia de cultivo e tambem no tratamento S no flnal do
periodo de cultivo, indicando que neste periodo ndo ocorreu a sintese da Spd e Spm. Contudo,
em cenoura foi observado alto contetido de Spd e principalmente Spm na parede celular de tecido

em divisao (Pistochi et al., 1987).
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Figufa 2. Efeito da fonte de carbono e fitorreguladores suplementados ao meio ;ie cultura BM
(Gupta & Puliman, 1991) em suspensdes celulares de A. angustifolia. (A,B,'C) Put, Spd e Spm
Livre, (D,E,F) Put, Spd e Spm Conjugada. Tratamentos: SF (BM + sacarose (3%) + 2,4-D (2uM);
BAP e Kin (0,5uM)); S (BM +sacarose (3%)), MF (BM + maltose (3%) + 2,4-D (2uM), BAP e Kin
(0,5uM)); M (BM + maltose (3%)); CF (BM + 2,4-D (2nM), BAP e Kin (0,5uM)); CMS (BM).
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FigUfa 3. Efeito da fonte de carbono e fitorreguladores suplementados ao meio de cultura BM
(Gupta & Pullman, 1991) no contetdo de PAs em suspensdes celulares de A. angustifolia. (A)
PAs totais (B) Razao [Put.(Spd+Spm)]™. Tratamentos: SF (BM + sacarose (3%) + 2,4-D (2uM),
BAP e Kin (0,5pM)); S (BM +sacarose (3%)), MF (BM +maltose (3%) + 2,4-D (2uM), BAP e Kin
(0,5uM)); M (BM + maltose (3%)); CF (BM + 2,4-D (2uM), BAP e Kin (0,5uM)); CMS (BM).
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3.3.3. Proteinas e Amido

As culturas suplementadas com sacarose _(S) com adi¢do de fitorreguladores (SF) e com
‘maltose e fitorreguladores (MF) apresentaram os maiores contetidos de amido e proteinas durante
" todo o periodo de cultivo (Figura 4 A e B). O conteddo de proteinas e amido destas culturas
podem ser relacionados coma alta atividade mitética, ja que estes tratamentos apresentaram o
maior incremento de volume celular sedimentado. Prévios estudos relacionando a atividade
mitética de suspensodes celulares de A. angustifolia relataram que as culturas embriogénicas em
meio liquido apresehtam uma curva de crescimento tipica, constituida pela fase inicial,
ekponencial, Iinear e estacionaria, séndo observado o maior valor de indice mitéﬁco (12,2%) na
fase de crescimento exponencial (Steiner et al., 1999). Segundo Neumann, (2000), a intensa
divisdo celular é associada a sintese de proteinas. Em suspensdes celulares de cenoura, culturas
embriogénicas com e: sem suplementagdo de fitorreguladores apresentaram incremento no
conteudo de proteinas no final fase lag e especialmente durante a fase exponencial que
corresponde a fase de ativa divisdo celula'r.

Em Larix /eptoeuropaéa foi observado um incremento no conteido de proteinas nos
primeiros dias de cultivo seguido por um decréscimo nas semanas seguintes (Gutmann et al,,
1996). O ciclo celular € acompanhado pela sintese de proteinas que’ sdo acompanhadas de
mudan¢as bioquimicas e morfolégicas na célula durante a at_ividade mit6tica. No meio de cultura
isento de fitorreguladores (S) os contetidos de proteinas e amido foram incrementados no inicio do
cultivo com posterior decréscimo, seguido de aumento no final do cultivo (Figura 4). Suspensétes
célulares de Pinus taeda cultivadas em meio isento de fitorreguladores (Silveira et al., 2004b)
apresentaram padrdes de acumulo de amido e proteinas similares aqueles observados no
presente trabalho. E bem estabelecido que o processo de divisio celular demanda alto contetido
de carbono conﬁo suprimento de ATP necessario bara o metabolismo celular (Martin et al., 2000).

As culturas dos tratamentos M e CMS, os quais n&o apresentaram incremento celular (Figura 1A)
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tiveram o conteudo de amido reduzido ao longo do periodo de cuitivo, indicando o consumo de

reservas celulares enddgenas e posterior degradagao celular.
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Figura 4. Efeito da fonte de carbono e fitorreguladores suplementados ao meio de cultura BM
(Gupta & Pullman, 1991) no conteudo de proteinas e amido em suspensdes celulares de A.
~ angustifolia. (A) Proteina (B) Amido.- Tratamentos: SF. (BM + sacarose (3%) + 2,4-D (2uM), BAP e
Kin (0,5uM)); S (BM + sacarose (3%)), MF (BM + maltose (3%) + 2,4-D (2uM), BAP e Kin
(0,5uM)); M (BM + maitose (3%)); CF (BM + 2,4-D (2uM), BAP e Kin (0,5uM)); CMS (BM).
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" CAPITULO Il

PARAMETROS FISIOLOGICOS E BIQUIMICOS DURANTE A EMBRIOGENESE ZIGOTICA E

MATURAGAO DE CULTURAS EMBRIOGENICAS DE Araucaria angustifolia

64



et

APITULO [l

ﬁ!

4.1. INTRODUGAO

O processo de maturagio daé culturas e.mbriogvénicas inicia com o desenvolvimento dos
embrides e termina com a dessecagdo antes da germinagéao. Péra que ocorra completa
maturagdo €& necessario que tanto a maturidade morfolégica quanto a fisiolégica sejam
estabelecidas.. O desenvolvimento morfologico dos embrides somaticos ndo garante um
satisfatério desenvolvimento pés-embriogénico sem que as condigée.s fisiologicas sejam
élcangadas (von Arnbld, 2002).

Durante a ultima década, foram observados muitos avancos no conhecimento da
embriogénese somatica em coniferas. Entretanto, a maturacdo de embrides somaticos e a
regeneracgao de plantas ainda sdo problemas para muitas espécies (Stasolla & Yeung, 2003). Nos
ultimoé anos, a otimizagao do meio de cuiltura de maturagéo esta bavseada em reproduzir as
condiéﬁeé que operam durante a embriogénese zigética. Recentemente, muitos irabalhbs tém
sido conduzidos envolvendo a selegdo do tipo e a concentragdo de fitorreguiadores,
especialmente o acido ‘abscisico, e componéhtes relgcionados ao ajustamento do potencial
osmotico do meio de cultura (Lipavska & konradova, 2004).

No presente trabalho ‘foram determinados o efeito do ABA e fontes de carbono adicionadas
ao meio de cultura, na morfologia, multiplicacdo e conteido endégeno de proteinas, amido, AlA e
ABA durante a maturacdo das culturas embriogénicas de A. angustifolia. Além diséo, foram
analisados os conteudos de proteina ve amido durante diferentes_estégios' do desenvolvimento do
embrido zigético desta espécie, visando estabelecer padres de similaridade para a otimizagéao de

meios de cultura.
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4.2. MATERIAL E METODOS
4.2.1. Material vegetal

Foram utilizadas culturas embriogénicas de A. angustifolia, induzidas e estabilizadas no
periodb 2002/2003, segundo Steiner et al. (2004). As culturas foram mantidas em ciclos repetitivos
de divisdo celular, em meio de cultura BM (Gupta & Puihann, 1991) suplementado ou ndo cbrh '

2,4-D (2uM), BAP (0,5uM) e Kin (0,51M).
4.2.2. Meio de cultura

O meio de cultura utilizado baséou-se na formulac@o salina BM (Gupta & Pullman, 1991)
acrescida de PEG 4000 (7%), carvao ativado 1,5 g.L™' e phytagel® (2,0 g.L™"). A L-giutamina (1
g.L™", rﬁio-inositol (1 g.L"), caseina hidrolisada (0,5 g.L")_e 0 ABA foram filtroesterelizados e
adicionados ao meio de cultura apés a autoqlavagem. O pH do meio de.cultura foi ajustadb para
5,7. Foram testados tratamentos, com variacio para folnte de carbono maltose (6 e 9 %) ou

sacarose (6 e 9%) e par'a suplementacao com ABA (0, 150 e 200uM) (Tabela 1).
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Tabela 1. Tratamentos utilizados no experimento de suspensdes celulares de A. angustifolia.

Formulagdo Salina BM (Gupta & Puliman, 1991)

PEG (7%) + carvéo ativado (1,5 g.L")
Denominagao - Fonte de carbono ABA
do Maltose Sacarose ouM  150uM  200uM
Tratamento 6% 9% 6% 9% Iy W u
MBA0 X =R - X e
M6A150 X - - - - X -
M6A200 X - - - e - X
S6A0 - - X - X - -
S6A150 - X - S X w
~ S6A200 - - X - - - X
M9AO X e S S O s s
M9A150 - X - - - X -
M9A200 - X S - - X
~ S9A0 - - X X - -
S9A150 - s e X - X -
S9A200 - - - X - - X

*(x) = presenga; (-) = auséncia

4.2.3. Condigoes de cultura in vitro

Para cada tratamento foram inoculadas duas placas de petri contendo 20 mL de meio de
cultura com trés coldnias de 500 mg de matéria fresca. Apds a inoculagéo, os frascos com as
culturas foram incubados no escuro com temperatura de 25+2°C. Para a andlise bioquimica foram
coletadas amostras celulares de todos os tratamentos no final do periodo de cultivo aos 60 dias.

Estas foram armazenadas em freezer (-20°C) para as posteriores analises bioquimicas.
4.2.4. Analise histolégica e citoquimica -

A analise citoquimica foi realizada utilizando a dupla coloragdo com carmim acético e azul
de Evans (Durzan, 1988). Para analise histol6gica as amostras foram fixadas em solugdo de

paraformaldeido (2,5%) em tampao fosfato (0,2M) pH 7,3, na proporgéo de 1:1, durante 24 horas,

a temperatura de 4 °C. Apds a fixagdo, o material foi lavado em tampéo fdsfato, duas vezes, por
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quinze minﬁtos (Bouzon, 1993), e desidratado em uma série de solugdes aquosas de etanol em \
concentracdes crescentes (30%, 50%, 70%, 90% e 100%). A'pré-infiltragéo daé amostras foi.
realizada, inicialmente, com uma mistura 1:1 de etanol 100% e historeéina Leica®, durante 12
horas; posteriormente o material foi infiltrado em historesina pura por 24 horas. A inclusao foi
realizada com historesina, em capsulas de gelatina com -a adigdo de polimerizador, a temperatura
ambiente, por 2 -3 horas (Arnold et al., 1975).

As amostras foram seccionadas em micrétorho (SLEE Cut 4055), com navalhas de ago. Os
cortes com espessura de 5 um foram distendidos em temperatura ambiente, foram colocados
diretamente nas laminas sobre gotas de dgua destilada e desidratados em placa aquecedora a 37
°C, por trinta minutos. As observagbes e o registro das caracteristicas qualitativas foram
realizados em rﬁicroscépio Olympus BX 40, adaptado com sistema de fotomicrografi'av PM-20.
Para observagdo da morfologia celular e estrutural das culturas embriogénicas foi utilizado o
corante de azul de anilina (AA). As laminas semipermanentes foram coradas em solugdo aquosa a

0,1% de AA, acidificada com HCL 1N (Bouzon, 1993).
4.2.5. Determinagao de:AlA e ABA

Amostras de 500 mg de matéria fresca (MF) das culturas embriogénicas de todos os
tratamentos foram analisadas. A metodologia para extracdo e determinagéd do AIA e ABA
encontra-se descrita no item 2.2.7 do capitulo 1.
4.2.6. Determinacdo de proteinas e amido

Foram utilizadas amostras de 200 mg de culturas embriogénicas de todos ds tratamentos.

A metodologia para extragdo e dosagem de amido e proteinas encontra-se descrita no item 2.2.4

e 2.2.5 no capitulo 1.
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4.2.7. Incremento da matéria fresca (MF) e determinagdo da matéria seca (MS)

O dados de multiplicacdo celular foram analisados por comparagéo entre a MF inicial de

500 mg por coldnia, e a MF ao final do periodo de cultivo. As culturas embriogénicas foram

pesadas ap6s o termino do experimento de maturagdo. Antes da pesagem as colénias.foram.

submetidas a analise morfolégica. Os dados foram representados pela média do peso de trés
colénias de cada repeticao. |

" Para obtencédo da MS, trés amostras (200 mg de MF) de culturas embriogénicas de cada

tratamento de muiltiplicagdo foram mantidas a 70 °C, durante 72 horas. Os dados de MS foram

expressos em porcentagem da MF inicial utilizando a equagado MS%= (MS/MF)*100.
4.2.8. Estratégia experimental e analise estatistica

O experimento foi conduzido em blocos completamente casualizados. A analise bioquimica
foi realizada em dUplicata para cada tratamento. Os dados estao representados através das
médias e desvio padrao. Para o conteudo de AlA e ABA os _da_d_o's foram submetidos a analise de
variénéia (ANOVA) e posteriormente ao teste de separagio de médias SNK (SOKAL e ROHLF,

1995) com auxilio do programa Statgraphics® 7.0.
4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
- 4.3.1. Proteinaé e amido durante a embriogénesé zigética
O objetivo de estudar o desenvolvimento do embrido zigético foi obter referéncias do
acumulo de proteinas e amido durante o desenvolvimento para promover a embriogénese

somatica baseado no grau de similaridade entre os dois processos. Os contetdos de proteina e

amido apresentaram o mesmo padrio de variagdo durante os diferentes estagios de
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desenvolvimento dos embrides zigoticos de A. angustifolia. Foram 'observados, os menores
conteudos de proteinas e amido nos estagios iniciais do desenvolvimento com posterior
incremento ate o estagio maduro (Figura 1). Segundo von Arnold (2002), o inicio da embriogénese
é caracterizado por intensa atiyidade mitética e o final pelo processo de diferenciagio e acumulo
de substéﬁcias de reserva.

No presente trabalho, o contetido de proteinas foi maior nos estagios cotiledonar e maduro
com 0,71 e 1,59 mQ.g"MF, respectivamente. O incremento de proteinas foi acompanhado pelo
incremento de amido com 3,59 mg.g”" MF no estagio cotiledonar e 1Q,77 mg.g”' MF no estagio
maduro (Figura 1). Variagées no cdntet]do de amido e pfoteinas correlacionados aos diferentes
estagios de desehvolvimento podem constituir marcadores cjue ‘caracterizam as diferentes fases
embriogénicas. A analise comparativa durante a embriogénese zigoética e somatica .de Persea
americana (Mill.) revelou que durante as fases iniciais da embriogénese o contetido de hexoses foi
alto declinando com o avango no desenvolvimento. J& os contelidos de sacarose e amido
apresentavam o padrdo de acamulo oposto, com baixo contetido no inicio do desenvolvimento e
progressivo incremento durante a maturégéo do embrizo. Assim, estes autores caracterizaram a
fase de maturacdo nesta espécie como a transigio da alta razdo hexose/sacarose para a baixa
razao hexose/sécarose. Ainda, foi observado o acumulo do contetido de proteina durante a
maturacéo representando 83% do contetido de proteinas totais (Sanchez-Romero et al., 2002).
Assim, o acumulo de proteinas ocorre de maneira seqilencial e especifica e pode ser um indicador

referéncial do desenvolvimento do embrido (Pullman et al., 2003).
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Figura 1. Teores de proteinas (A) e amido (B) nos diferentes estagios de desenvolvimento
embrido zigético de A. angustifolia. 1- pré-embrido; 2- globular; 3- pré-cotiledonar; 4- cotiledonar:;
5-maduro. Os dados est&o representados pela média e desvio padréo.

4.3.2. Desenvolvimento dos embrides somaticos

Culturas embriogénicas de A. angustifolia originadas em meio de cultura indutivo
suplementado ou ndao com 2,4-D (2uM), BAP e Kin (0,5uM) foram responsivas aos tratamentos de
maturacao (Figura.3a). Aos 60 dias de cultivo foram observadas diferencas significativas na
morfologia das culturas embriogénicas -em diferentes trétaméntoé de maturagao (Figura 2).

A concentragdo e o tipo da fonte de carbono, assim como as concentragées de ABA

influenciaram significativamente o desenvolvimento dos embriGes somaticos em A. angustifolia.
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meio de germinacdo foi observada a gradativa necrose dos tecidos sem que os posteriores
estagios de desenvolvimento fossem observados. |

Existem muitos fatores envolvidos na maturacdo de embrides somaticos, como potencial
osmético do meio de cultura, presenga de ABA, fonte de carbono e reguladores de crescimento
(Jain & Ishii, 1998). Nogard (1997) relatou a superioridade da maltose sobre a sacarose como
fonte de carboho na matufagéo de embrides somético‘s em Abies normandia, que segundo Blanc
(2002), deve-se ao metabolismo envolvido na hidrélise da maltose comparativamenfe as demais
- fontes de carbono. Em culturas embriogénicas de Hevea brasiliensis a maltose, comparativamente
aos demais agulcares, estimulou a formagéo} de embrides somaticos (Blanc et al., 1999; Blanc et
al., 2002).

Além dissq, a combinagdao de maltose e PEG também promoveram a progressao para
esta’gios tardios da embriogénese em Pinus taeda (Li et al, 1998) e Pinus pinaster
(Ramarosandratana et al., 2001). O PEG provoca estresse na célula com’consequente perda de
agua (Svobodova et al., 1999). O estresse osmético induzido pelo PEG in vitro é o que mais se
aproxima do estresse observado nas células do embrido durante o desenvolvimento.da semente
em condi¢des naturais (Rains, 1989). Isto porque o PEG é constituido de moléculas grandes, que
nao atravessaml a parede celular aumentando ‘ob potencial osmético do meio de cultura (von
Arnold, 2002; Stasolla ef al., 2003). Find (1997), observou que este composto provocou reducio

no tamanho e no espaco intercelular dos embrides somaticos de Picea abies.

Alguns estudos propdem que carboidratos suplementados ao meio de cultura podem ativar
multiplas rotas incluindo a histodiferenciagdo dos embrides somaticos por meio da regulagéo
direta da expressao génica (von Arnold, 1995; Lipavska et al., 2000). Outros autofes (Finkelstein
& Gibson, 2001; Sheen & Leon, é003) sugeriram que alguns agucares podem ativar rotas
metébélicas de sintese de ABA, contudo esta rota pode ser inibida pela sintese de étileno |
(Gazzarrini & McCourt, 2001). A suplementagdo do meio de cultura de maturagdo com ABA foi

relatada para varias espécies de coniferas incluindo os géneros Picea, Larix e Pinus (Stassola &

73



k CAPITULO Il

meio de germinagdo foi observada a gradativa necrose dos tecidos sem que os posteriores
estagios de desenvolvimento fossem observados.

E'xiste.m muitos fatores envolvidos na maturagdo de embrides somaticos, como potencial
osmético do meio de cultura, presenca de ABA, fonte de carbono e reguladores de crescimento
(Jain & lIshii, 1998). Nogard (1997) reiatou a superioridade da maltose sobre a sacarose como
fonte de carboho na matufagéo de embrides somético.s em Abies normandia, que segundo Blanc
(2002), deve-se ao metabolismo envolvido na hidrélise da maltose comparativamente as demais
- fontes de carbono. Em culturas embriogénicas de Hevea brasiliensis a maltose, comparativamente
aos demais aéﬂcares, estimulou a formagdo de embrides somaticos (Blanc et al., 1999; Blanc et
al., 2002).

Além disso, a combinagdo de maltose e PEG também promoveram a progressao para
estégios tardios da embriogénese em Pinus taeda (Li et al, 1998) e Pinus pinaster
(Ramarosandratana et al,, 2001). O PEG provoca estresse na célula com"conseqilente perda de
agua (Svobodova et al., 1999). O estresse osmético induzido pelo PEG in vifro é o que mais se
aproxima do estresse observado nas células do embrido durante o desenvolvimento' da semente
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nao atravessam‘ a parede celular aumentando 'ov potencial osmético do meio de cultura (von
Arnold, 2002; Stasolla et al., 2003). Find (1997), observou que este composto provocou reducdo

no tamanho e no espaco intercelular dos embriées somaticos de Picea abies.

Alguns estudos propéem que carboidratos suplementados ao meio de cultura podem ativar
multiplas rotas incluindo a histodiferenciagdo dos embriGes somaticos por meio da regulagdo
direta da expressdo génica (von Arnold, 1995; Lipavska et al., 2000). Outros autofes (Finkelstein
& Gibson, 2001; Sheen & Leon, é003) sugeriram que alguns agucares podem ativar rotas
metébélicas de sintese de ABA, contudo esta rota pode ser inibida pela sintese de étileno ‘
(Gazzarrini & McCourt, 2001). A suplementacdo do meio de cultura de maturagéo com ABA foi

relatada para varias espécies de coniferas incluindo os géneros Picea, Larix e Pinus (Stassola &

73



CAPITULO IlI

e ——————— e —Ce————— e

Young, 2003). Alguns autores propéem que o suprimento exégeno de ABA restringe a proliferagao
dos tecidos e inicia o crescimento do embrido através da biossintese de nucleotideos (Ashihara et

al., 2001).

Os estagios iniciais da embriogénese somatica sdo cruciais para que as demais etapas do
desénvolvimento sejam estabelecidas. . Em Picea abies, o pfoéesso de transic;éb das culturas
embriogénicas com diferentes graus de organizacdo morfolégica para embridbes completos
apresentou diferengas no nﬂmero e a qualidade dos embriGes somaticos formados (Filohova et
él., 2000). Contudo, no presente trabalho observou-se o desenvolvimento de embrides somaticos
a partir de culturas embriogénicas co.m diferentes graus.de organizagao morfolégica. Observou-se
também que a suplementagdo do meio de cultura com maltose foi fundamental para a
reorganizacao rﬁorfo‘légica e histodiferenciagédo daé culturas embriogénicas. Além disso, a
combinagdo da maltose e ABA conduziram  as células embriogénicas competentes ao

desenvolvimento de embrides somaticos cotiledonares.
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Figura 2. Efeito dos diferentes tratamentos de maturagéo nas culturas embriogénicas de A. angustifolia. a)
cultura embriogénica em meio de cultura com sacarose (9%) e ABA (150uM) com aspecto granular e
embrides sométicos com a superficie rugosa; b) cultura embriogénica em meio de cultura com maltose
(9%) e ABA (150uM); c,d) embrides sométicos globulares na superficie da cultura embriogénica; e,f)
embrides somaticos globulares, torpedo e cotiledonares na superficie da cultura embriogénica; g) embrido
somético cotiledonar; h) embrio somatico com cotilédones clorofilados em meio de cultura BM (Gupta &
Pullman, 1991) suplementado com carvéo ativado 1,5g.L' (Barras =1mm).
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Figura 3. Andlise citoquimica e histolégica durante a maturagéo das culturas embriogénicas A.
angustifolia. a) padrdo morfolégico da cultura embriogénica antes de ser submetida aos
tratamentos de maturagéo b) embrides soméaticos na superficie da cultura embriogénica em meio
de cultura com maltose (9%) e ABA (150uM); c,d) embriées somaéticos globulares na superficie
da cultura embriogénica reativos ao carmim acético; e) embrides sométicos globulares na
superficie da cultura embriogénica evidenciando a formagéo da protoderme. (Barras a,b=1mm;
c=125um; d=50y; e e=25 um). -
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4.3.3. Incremento da Matétia Fresca (MF) e Matéria seca (MS)

Durante o estagio de maturagdo, os embribes somaticos sofrem varias mudangas-
morfolégicas e bioquimicas (von Arnold, 2002). Quando os embrides sdo submetidos a este
processo, a proliferagéo celular diminui, iniciando-se o processo de diferenciagdo e acumulo de
materiais de reserva como agucares, proteinas e lipidios (Stassola & Yeung, 2003).

No presente trabalho, independente da concentragdo de ABA utilizada a concentracdo da
fonte de carbono influenciou diretamente o incremento da MF das culturas embriogénicas. A
suplementacdo do meio de cultura com sacarose (6%) ou maltose (6%) promoveu uma maior
multiplicagdo celular e um menor acimulo de matéria seca. Ao contrario, aqueles tratamentos
suplementados com sacarose (9%) ou maltose (9%), apresentaram uma reducéo da proliferacéo
das culturas um maior incremento de matéria seca (Figura 4).

A reducgao do crescimento em experimentos de maturagdo é uma caracteristica associada
a formagéo de embrides somaticos. Isto porque ocorre uma redugdo na proliferagcdo celular e o
processo de diferenciacédo € iniciado. Isto foi confirmado com o incremento no contetido de MS
observado principalmente nos tratamentos suplementados com sacarose (9%) ou maltose (9%),
0s quais apresentavam os maiores graus de diferenciagdo. Tem sido apontado que a
diferenciagdo & acompanhada pelo acimulo de substancias de reserva que sdo de vital
importancia para suprir as necessidades do embrido durante a germinagéo e crescimento inicial

da planta (Bewley & Black, 1994).
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Figura 4. (A) Incremento da MF em gramas; (B) matéria seca (MS) das culturas embriogénicas de
A. angustifolia submetidas aos diferentes tratamentos de maturagdo. Os dados estéo

representados pela média e desvio padrao.

4.3.4. Proteinas e amido

Os maiores contetidos de proteinas foram observados quando o meio de cultura foi
suplementado com maltose (9%), independente da concentracdo de ABA. Nas culturas
provenientes do meio de cultura isento de fitorreguladores o conteudo de proteinas foi maior
quando o meio de cultura foi suplerﬁentado com maltose (9%) e ABA (0 e 150 uM) (Figura 5A).
Contudo, naquelas culturas provenientes do meio de cultura suplementado com fitorreguladores,

os maiores conteudos de proteina foram observados no meio de cultura suplementado com
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maltose (9%) e ABA (200uM) (Figura 5C). Apesar do conteldo de proteinas ser similar nestes
trés tratamentos, o tratamento que apresentou as melhores respostas morfogénicas foi aquele
constituido por maltose (9%) e ABA (150 pM), no qual embries somaticos cotiledonares foram
observados.

Em relagdo ao contetido de amido foram observados os maiores valores em resposta aos
meios de cultura suplementados com maltose e sacarose (9%) comparativamente aos valores
observados em resposta a concentragéo de 6% (Figura 5B,D). Culturas proveniente dos meios de
cultura isentos de fitorreguladores apresentaram conteudos de amido similares, em resposta aos
meios de cultura suplementados com maltose (9%) ou sacarose (9%) combinados com ABA (150
e 200uM). Iraqui & Tremblay (2001), trabalhando com.Picea mariana e Picea glauca observaram
um incremento de amido superior em meio de cultura suplementados com sacarose em relagao
aos meios de cultura suplementados diretamente com frutose ou glucose. Estes autores
concluiram que, comparativamente a glucose e a frutose a adi¢do de sacarose no meio de cultura
& rapidamente hidrolisada e convertida em amido, conforme observado também no presente
trabalho. Apesar disso, a suplementagdo do meio de cultura com sacarose (9%) ndo promoveu a
sintese de proteinas. Isto pode estar relacionado & auséncia de embrides somaticos em estagios
tardios de desenvolvimento em resposta a estes tratamentos.

Em Picea abies, durante o desenvolvimento de embrides somaticos, foi observado o
acumulo paralelo de amido e proteinas nos estagios tardios de desenvolvimento (Lipasvska et al.,
2000) sendo este padrdo similar aquele observado nos embrides zigéticos desta espécie
(Gosslova et al., 2001). De acordo com Cyr et al. (1987), o conteudo de proteinas dos pro-
embrides e embrides em estagio globular é similar. A transicdo do estagio globular para torpedo é
completada com a polarizagdo do embrido e a diferenciagdo do procambio; ja a transi¢cdo do
estagio torpedo para embrido maduro & acompanhada de intensivo crescimento, incremento no
tamanho das células e‘ formacéo dos elementos vasculares (Cyr et al., 1987). Em cenoura, o

conteildo de proteinas no estagio torpedo foi duas vezes superior aos valores observados no
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estagio globular e o padréo de proteihas soluveis foi associado ao incremento no conteddo de
amido das células (Zee & Wu, 1979).

Para embrides somaticos de coniferas, substancias de reserva como lipidios e proteinas
desempenham um importante papel durante o desenvolvimento e, a sua sintese e acumulo pode
ser dependente do genétipo, assim como, das condigbes de cultivo (Lipasvska & Konradova,
2004). No presente trabalho, a combinagdo da maltose (9%) com o ABA (150) foi especifica para
o desenvolvimento dos embrides somaticos e altos conteldos de amido e proteinas foram
observados paralelamente (Figura 5A).

O metabolismo da maltose é o sinal bioquimico que pode levar a célula a formagéo de
embrides somaticos (Blanc 2002). A lenta hidrélise da maltose seria responsavel pela queda no
contetido de aguicar na célula sinalizando para a sintese de proteinas. Isto explicaria os resultados
observados no presente trabalho. 'Além disso, segundo Yu et al. (1991), um dos efeitos
conhecidos do baixo contetido de hexoses é a sintese de alfa-amilase e o estimulo do catabolismo
de amido, o qual parece ser um pré-requisito para a formagéo de érgaos e o desenvolvimento de
embrides somaticos (Wurtele et al., 1988). OS carboidratos fornecem os esqueletos carbdnicos
necessarios para a biossintese de proteinas (Weber et al., 1997), deixando claro a conexao
existente entre metabolismo de carboidratos e sintese de proteinas. Sugerem-se a existéncia de
genes chaves envolvidos na distribuigio do carbono para a sintese de proteinas e amido (Motto et

al., 1997).

80



CAPITULO Il
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Figura 5. Efeito dos diferentes tratamentos de maturacdo no conteudo endégeno de

proteinas e amido em culturas embriogénicas de A. angustifolia provenientes de dois

tratamentos de multiplicagdo. (A, B) Proteinas e Amido nas culturas embriogénicas

provenientes do meio de cultura isento de fitorreguladores; (C,D) Proteinas e Amido nas

culturas embriogénicas provenientes do meio de cultura suplementado com 2,4-D (2uM), BAP

e Kin (0,5uM). Os dados estéo representados pela média e desvio padréo.
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4.3.5. AIAE ABA

O conteﬂdovend()geno de AIA e ABA foi analisado somente nas culturas s_ﬁplemenfadas '
com maltose e sacarose (9%) combinada com ABA (0, 150 e 200 uM), as quais fenotipicamente
apresentaram as melhores respostas morfogénicas. O conteudo enddégeno de AIA e ABA foi
influenciado significativamente 'pe|os diferentes tratamentos de maturagdo (Tabela 2). A |
suplementagcdo exdgena de ABA ao meio de cultura promoveu um incremento do contetido
endégeno de ABA., e o maior conteudo de AlIA foi observado quando o meio‘ de cultura foi
suplementado com ABA (150 pM) e maltose (9%) (Tabela 2)... . |

Estudos conduzidos por Kong et al., (1997), em Picea glauca revelaram qué comparado ao
embrido somatico o desenvolvimento da semente apresentava altos contelidos endbgenos de
ABA. A principal diferenca era atribuida a pre.sen(;a do‘ megagametofito na semente, a qual era a |,
maior fonte de ABA para o desenvolviménto dos embrides zigdticos (Kong et al.,, 1999). Assim, o
suprimento exégeno de ABA para o desenvolviménto normal do embri&o deve levar em conta a
espécie e/ou gendtipo.

O processo de maturagéo de embrides somaticos em coniferas em geral é estimulado pela
presenca de ABA, ao qual é atribuida a inibigdo da clivagem poliembrionaria, permitindobentéo a.
individualiza¢cao do embrido, posterior desenvolvimento e maturagéo (Gupta et al., 1993). Também -
€ atribuido a este fitorregulador a regulagébo da sintese e deposicao de'substéncias de Areserva
(Dodeman et al., 1997) controle da expansdo celular (Gutmann et al., 1996) e biossintese de’

triacilglicerdis (Tautorus e al., 1991).
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Tabela 2. Efeito dos tratamentos de maturagio no contetido enddégeno de AIA e ABA
das culturas embriogénicas de A. angustifolia '

Tratamentos Horménios

Sacarose Maltose ABA (uM) “AIA ABA
(9% plv) (9% pl) 0 150 200 | ng.g"MF  pg.g”’ MF
X - ) S 86,60 b 0,16 ¢
- X X - - 43,70 cb 0,18 ¢

X - - X S| 7418 b 143,51 b

- X - X - 274,85 a 203,38 a

X - - - X 2544 ¢ 18181 a

- X - - X 164,36 a 199,69 a

_ “Média o TuLs2 12150

C.V. (%)’ 9,30 2,80

(x) presnga; (-) auséncia. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente entre si de acordo com o teste SNK (p<0,05). 'Dados
transformados para log (x+2).

Tabela 3. Efeito da suplementacdo de ABA no contetdo*
enddégeno de AIA e ABA durante a maturagdo das culturas
embriogénicas de A. angustifolia.

ABA (uM) AlA ng.g” MF ABA ug.g”' MF
0 - 6515b - 017b
150 174,52 a 173,44 a
200 9490ab 190,75 a
Média 111,52 121,50
C.V. (%)’ . 18,40 | 4,03

Médias seguidas pela mesma letra nao diferem significativamente
entre si de acordo com o teste SNK (p<0,05). 'Dados
. transformados para log (x+2).
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Tabela 4. Efeito da suplementagdo de sacarose e maltose (9%)
no conteudo enddégeno de AIA e ABA durante a maturacdo das

culturas embriogénicas de A. angustifolia

Fonte de carbono AlA ng.g" MF ABA pg.g"' MF
- Sacarose (9%) 62,7 b 108,49 a
Maltose (9%) 160,97 a 134,42 a
~ Média S 1182 121,500
- CV. (%)’ 17,40 4,35

Médias seguidas pela mesma letra nao diferem significativamente
_entre si de acordo com o teste SNK (p<0,05). 'Dados
transformados para log (x+2).

Tabela 5. Efeito da presenga de fitorreguladores durante a
multiplicacdo no contelido enddégeno de AIA e ABA durante a

maturagdo das culturas embriogénicas de A. angustifolia.

Origem AlA ng.g” MF ABA pg.g' MF
o= 131,078 113,63 8
2uM 2,4-D +0,5uM .
de BAP e Kin 91,98 a 129,28 a
Média ... 111,52 L 121,50
C.V. (%)’ 19,80 58,70

Médias seguidas pela mesma letra nao diferem
significativamente entre si de acordo com o teste SNK
(p<0,05). 'Dados transformados para log (x+2).

Analisando separadamente os efeitos da adicdo de ABA (tabela 3), fonte de carbono
(Tabela 4) e origem da cultura (Tabela 5) observou-se que estas substancias apresentaram efeito
significatiyo no conteudo endégeno de AIA e ABA. Maior contelido de ABA e AIA foi observado
em culturas embriogénicas suplemehtadas | com maltose comparativamente aquelas
suplementadas com sacarose (Tabela 4). A suplementagio de ABA (150 yM) ao meio de cultura
promoveu actmulo significativo de AlA enddgeno. Ja o contetido enddgeno de ABA apresentou
uma menor variagdo, porém foi observado que no meio de cultura isento da adicdo exdgena de
ABA conteldos endogenos de ABA foram observados (Tabela 3). Ledn & Sheen (2003),

sugeriram que a biossintese de ABA pode ser estimulada pelo metabolismo de agucares durante
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o desenvolvin%ento de embries de Arabiddpsis. Em coniferas, o ABA foi o principal regulador de
cresc;imento, contudo,lpara muitas espécies a fesposta de maturagéo foi otimiza&a combinando
AéA com suplementos osméticos como o PEG (Attree et al,1991; Etienne et al., 1993) e ou
elevadas concentragéeg de agucares'(Roberts et al.,1990). B
. EmA. angustifolia embrides somaticos pré-cotiledonares foram obtidos em meio de cuitura

suplementados. com PEG e Maltoée (9%) na auséncia de ABA (Santos et al., 2002). Contudo, no
presente trabalho, a suplementag&o do meio de cultura com PEG (7%) maltose (9%) e ABA (150
puM) permitiu a formagao de embriGes somaticos cotiledonares, porém em baixa freqiiéncia. Neste
caso o ABA permitiu a progrésséo dos embrides somaticos para o estagio cotiledonar de
desenvolvimento. Os altos valores enddgenos de AlA observados nestas culturas podem ser urﬁ
fator limitante péra o normal desenvolvimentov dos embrides em estagios posteriores.
Adicionalmente mesmo aquelas culturas ehbriogénicas multiplicadas em meio de cultura isento
de fitorreguladores nao apresentaram um contéﬁdo significativamente menor de AlA (Tabela 6).

As auxinas sio essenciais para a induééo do crescimento embriogénico, porém, podem
inibir o processo de maturagdo (Neumann, 2000). Valores elevados no conteudo de AIA foram
observados em estagios iniciais da embriogénese de D. carota (Ribnicky et al, 2002) e A.
angustffolia (Astarita et al., 2003a). O transporte polar de auxinas é irhportante bara formacgao
inicial dos embrides somaticos que é também um periodo em que ocorre uma intensa divisio
celular. As célulasvricas em citoplasma em divisdo celular resultam em intensiva sintese de
proteinas (Nomura & Komamine, 1995; Grieb et al., 1997), resultando na polafizagéo das células
embriogénicas competentes (Halperin & Jensen, 1967). Porém, os estagios tardios da
embriogénese somatica em D. carota foram inibidos pela presenca de 2,4-D no meio de cultura. A
mafu-ragéo dos embriGes ocorreu quando os embrides foram removidos para o r:f1eio de cultura
livre de auxinas (Fujimura & Komamine, 1979).

Seguhdo Fehér et al. (2003), em muit.<‘>‘s casos o processo de desdiferenciagéo € ativado

por algum tipo de estresse no meio de cultura no qual as auxinas estdo incluidas. Assim as

auxinas estariam associadas a capacidade embriogénica das culturas. Este autor também sugere
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que a resposta morfo.génica de células competentes a suplementagao éxégena de ABA s6 é
observado quando o conteudo endbégeno de AIA é alto. Isto foi verificado em cenoura, quando
embrides somaticos foram induzidos peia aplicagado exégena de ABA somente quando a fonte de
explante utilizada eram plantulas contendo apices meristeméfiéos, que eram a prihcipal fonte de
auxinas (Nishiwaki et al., 2000).

No presente trabalho a suplementacao exdgena de ABA (150 pM) combinado cbm maltose
(9%), PEG (7%) resultou nos maiores conteudos de AIA e ABA permitindo o desenVo_(vimento de
embrides somaticos. Aparentemente, nestas culturas, a combinagdo de ABA (150 uM), maltose
(9%) e PEG (7%) suplementadas ao meio de 'cultura ativou a sintese enddgena de AIlA,

favorecendo o desenvolvimento de embribes somaticos cotiledonares.
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CAPITULO IV

EFEITO DAS POLIAMINAS EXOGENAS 6URANTE A MULTIPLICAGAO DE CULTURAS

' EMBRIOGENICAS DE Araucaria angustifolia
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5.1. INTRODUCAO

~ Poliaminas (PAs) sdo um importante e interessante grupo de moléculas de baixo peso
molecular presente nas células vegetais (Bais & Ravishankar, 2002). Elas tém sido associadas a
varios processos celulares, tais como a divisio celular, sintese de proteinas, replicagéo de DNA e
respostas a estresses abidticos (van Broesk et al., 1994). PAs existem na forma Iivre e conjugada
(Evans & Malmberg, 1989). Tém sido sugerido que as poliaminas sio um tipo de regulador de
_crescimento ou mensageiro hormonai secﬁndério (Galston, 1983).

Durante a | embriogénese, as poliaminas estdo envolvidas em varios processos
morfogenéticos (Cvikrové et al., 1999). O conteudo_endégeno de poliaminas é relacionado com a
cépacidade embriogénica das culturas em diversas eépécies (Yadav & Rajarﬁ, 1998; Bais &
Ravishankar, 2002). A adigao de poliaminas ao meio'. dé cultura é relabfonada com o
aperfeicoamento dos protocolos de embriogénese somatica (Kevers et al,, 200_0). A aplicacao
éxégena tém sido um meétodo simples para elevar o conteudo de PAs, porém, o efeito exégeno.
das poliaminas ndo & o mesmo para as diferentes espécies (Takeda et al., 2002)', _

No presénte trabalho avaliou-se o efeito d-a' aplicagdo exdgena de poliaminas na
multiplicacao celu!ar. e conteudo enddgeno de proteinas, amido, AIA, ABA e PAs em culfuras

embriogénicas de A. angustifolia.
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5.2. MATERIAL E METODOS
5.2.1. Material vegetal

Foram utilizadas culturas embriogénicas de A. angustifolia, induzidas e estabilizadas no
periodo 2002/2003, ségundo Steiner et al. (2004). As culturas foram mantidas em ciclos repetitivos
de divisao celular, em meio de cultura BM (Gupta & Pulmann, 1991) suplementados ou ndo com

2,4-D (20M), BAP (0,5uM) e Kin (0,5uM).
5.2.2. Meio de cultura

O meio de cultura utilizado baseou-se né formulagédo salina BM (Gupfa & Pullman, 1991)
acrescida de L-glutamina (1 g.L™"), mio-inositol (1 g.L"), caseina hidrolisada (05 gl™ 0s quais
foram filtroesterelizados e adicionados ao meio de cultura apés a autoclavagem. O pH do meio de
cultura foi ajustado para 5,7 antes da adicdo de phytagel® (2,0 g.L"). Foram testados tratamentos
com variagdo de poliaminas e fitorreguladores. Foram adicionadas Put (0,01, 0,1 e 1mM), Spd
(0,01, 0,1 e TmM) e Spm (0,01, 0,1. e 1nﬁM) cohbinadas ao meio de cultufa suplementado com
2,4V-D (2uM), BAP (0,5uM) e Kin (0,5uM) denominado BM2 e ao meio de cultura isento de

fitorreguladores denominado BMO.

5.2.3. Condigdes de cultura in vitro
Para cada tratamento foram inoculadas trés placas de petri contendo 20 mL de meio de

cultura com trés colénias de 500 mg de matéria fresca. Apdés a inoculagéo as culturas foram

incubadas no escuro com temperatura de 25+2°C. Para a analise bioquimica foram coletadas
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amostras celulares de todos os tratamentos no final do periodo de cultivo aos 30 dias. Estas foram

armazenadas em freezer (-20°C) para as posteriores analises.
5.2.4. Incremento da matéria fresca (MF) e determinagdo da matéria seca (MS)

O dados de multiplicagcao celular foram analisados por comparagao entre a MF inicial de
500 mg por colbnia, € a MF ao final do periodo de cultivo. As culturas embriogénicas foram
pesadas apés o término do experimento de multiplicagdo aos 30 dias. Os dados foram
representados pela média do peso da trés coldnias de cada repétigéo.

Para obtencdo da MS, trés amostras (200 mg de MF) de culturas embriogénicas de cada
trat_émento de multiplicacdo foram mantidas a 70 °C durante 72 horas. Os dado_s de MS foram

expressos em porcentagem da MF inicial utilizando a equagdo MS%= (MS/MF)*100.
5.2.5. Determinagdo 'de proteinas e amido

Foram utilizadas amostras de 200 mg de culturas embriogénicas de todos os tratamentos.
A metodologia para extracdo e dosagem de amido e proteinas esta descrita detalhadamente no

item 2.2.4 e 2.2.5 no capitulo I

5.2.6. Determinagéo de AlA e ABA

Amostras de 500 mg de matéria fresca (MF) das culturas embriogénicas de todos os
tratamentos foram analisadas. A metodologia para extragdo e determinagdo de AlA e ABA

encontra-se descrita no item 2.2.7 do capitulo .
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5.2.7. Determinagao de poliaminas

Amostras de 300 mg de matéria fresca (MF) das culturas embriogénicas de todos os
tratamentos no final do periodo de cultivo foram analisadas. A metodologia para extragéo e

determinacao das poliaminas encontra-se descrita no item 2.2.6 do capitulo |.
5.2.8. Estratégia experimental e analise estatistica

Os experimentos foram conduzidos em blocos completamente casualizados. A andlise
bioquimica foi realizada em triplicata para cada tratamento. Os dados foram representados

através das médias e desvio padréao.
5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1. Incremento da matéria e fresca (MF) e matéria seca (MS)

O incremento de MF das culturas embriogénicas de A. angustifolia foi observado na
presencga de poliaminas no meio de cultura (Figura 1A). O maior incremento celular foi observado:
quando o meio de cultura foi suplementado com Put (1mM) na auséncia de outros fitorreguladores
(BMO), contudo a Put (0,1 mM) combinada com 2,4-D (2uM), BAP e Kin (0,5uM) (BM2) também
promoveu o incremento celular em relagdo ao tratamento controle.

Resultados similares também foram observados em 'protoplastos de aveia onde a
aplicagdo de Put, Spd e Spm estimulou-a sintese de DNA: A Put foi a poliam\ina mais efetiva na
multiplicagéo_ celular, contudo nao foi. observada uma relacédo direta entre dose e resposté (Wu &

Kun'iy'uki,_ 1997). Feirer et al. (1984), relacionou a- adigdo de Put com a restauragdo do potencial
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embriogénico em cuIturag embriogénicas de cenoura na fase de multiplicagdo. Em nosso trabalho
a adicao de Put .ao meio de cultura manteve a friabilidade e o aspecto transliicido das culturas,
evidenciando a manutengao das caracteristicas embriogénicas destas células.

Em Pinus sylvestris foi observado um decréscimo do contetido de agua em culturas
embriogénicas ha presenca de Put e Spd (Laukkanen & Sarjala, 1997). Em nosso trabalho, o
contetido de MS apresentou maior incremento quando a Spd e Spm foram adicionadas ao meio
de cultura independente da combinagdo com outros fitorreguladores (Figura 1B). Na éuséncia de
outros fitorreguladorés (BMO)- a suplementagdo de Spm (0,1 mM) no meio de cultura foi o tnico
tratamento que promoveu acﬁmu|o de MS em relagdo ao tratamento controle. Jé, quando as
poliaminas foram combinadas com outros fitorréguladéres (BM2) no meio de cultura o contelido
de MS oscilou, porém foi observado sempre um incremento em relagdo ao tratamento controle
(Figura 1B). Em geral, o incremento no conteudo de MS encontra-se relacionado com a
diferenciacao celulér, em que ocorre a vacuolizacao dés células e deposicdo de substancias de
reserva (Bewley & Black, 1994). Em nosso trabalho, a adigdo exégena da Spm e Spd ocasionou

uma maior deposigédo de substancias de reserva (Figura 1B) que sugere o maior actimulo de MS.
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Figura 1. Efeito da adicdo de PAs e outros fitorreguladores ao meio de cultura BM (Gupta &
Pullman, 1991) no incremento de MF e MS das culturas embriogénicas de A. angustifolia. (A)
Incremento de MF em gramas; (B) MS%. BMO (meio de cultura isento de fitorreguladores), BM2
(meio de cultura suplementado com 2,4-D (2uM), BAP e Kin (0,5uM). Os dados foram
representados pela média e desvio padrao.
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5.3.2. Proteinas e Amido

A combinacao de outros fitorreguladores (BM2) e Spm (0,1mM) promoveu o maior acimulo
~endégeno de proteinas e amido (Figura 2AB). Em relacdo ao tratamento controle foi obsefvado
também um i‘ncrenﬁento' de proteinas na combina¢do de BM2 com Put (1mM) e Spd (0,1mM)
(Figura 2A). Na auséncia de outros fitorreguladores, as pdliaminas promoveram a biossintese de
proteinas sorﬁente ‘em .resposta a Spd (O,1_mM). Nos demais tratamentos foram observados
decréséimos no contelido de proteinas em relagdo ao tratamento controle. O incremento no
Conteadb de amido foi observado especiaimente na presenca de Sbm (0,01 e 0,1 mM) combinado
com outros fitorreguladores (BM2) (Figura 2B).

Em culturas embriogénicas de cenoura a a’digéq de Spm (0,3 mM) promdveu a supressio
de proteinas extracelulares (Takeda et al., 2002), o que foi atribuido a um declinio .na fluidez da
membrana, ja que a Spm é um composto polic;tic“)nico que pode ligar-se aos fosfolipidios da
mémbrana plasmétfca (Tassoni et al., 1996) diminuindo a fluidez (Roberts et al., 1986). Apesar de
gue em nossb estudo ndo foi avaliado o conteudo de proteinas extracelulares,v o] aumehfo no
conteudo endégeno de proteinas foi observado.

- Durante.a maturagao de culturas embriogénicas de Picea glauca x Picea engelmannii o
conteudo de Put e Spd foi aumentado, assim como a sintese de proteinas (Amarasinghe et al.,
1996). Como mencionado anteriormente, a aplicagdo de poliaminas exdgenas, especialmente a
Spd e Spm reflete na rigidez e estabilizagdo da membrana celular (Roberts et al, 1986) é na
inibicdo da sintese de etileno (Grime et al., 1986), as quais podem ser caracteristicas importantes
bara posteriores etapas da embriogénese. Em Panax ginseg o pré-tratamento de culturas
embfiogénicas com Spd promoveu o incremento no nimero de embrides somaticos formados
durante o experimento de maturagéo (Kevers et al., 2000). No presente eétudo, também a sintese
de proteinas e amido foi promovida por estas ans PAs, sugerindo que a adicdo destas ao meio
de cultura pode ser importante durante a multiplicagdo, melhorando, assim, a condigéo fisioldgica

e bioquimica das culturas antes de serem submetidas aos tratamentos de maturacgio.
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Figura 2. Efeito da adigdo de PAs e outros fitorreguladores ao meio de cultura BM (Gupta &
Pullman, 1991) no contetido endégeno de proteinas e amido das culturas embriogénicas de A.
angustifolia. (A) Proteinas; (B) amido. BMO (meio de cultura isento de fitorreguladores); BM2 (meio
de cultura sublementado com 2,4-D (2uM), BAP e Kin (0,5uM). Os dados foram representados
pela média e desvio padréo.

5.3.3. AIA e ABA

A adicdo de poliaminas ao meio de cultura sem suplementagao de outros fitorreguladores
(BMO) promoveu um acumulo endégeno de AIA, comparativamente ao meio de cultura

suplementado com outros fitorreguladores (BM2) (Figura 3A). As poliaminas podem substituir em
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pérte as respostas das auxinas, sugerindo que as mesmas podem ser mediadoras das respostas
hormonais (Bagni et al, 1978). Em tubérculos dormentes de Helianthus tuberosus, o baixo
contetido endégeno de poliaminas foi relacionado com a limitagéo do crescimentb e a aplicagao
exogena de auxinas (2,4-D), ativou a sintese de poliéminés € o crescimento (Bégni et al., 1978).
. Em arroz, o AlA estimulou a elongagao dos cotilédones acompanhado do acumulo de Put (Lee &
Lin, 1996).

Para A. angustifolia, a adigdo de poliaminas nas culturas embriogénicés isentas de
fltorreguladores (BMO) pode ser uma estrategla interessante para que ocorra o acumulo endégeno
de AlA, sem submeter a cultura aos efeltos do 2,4-D. Isto porque, o 2,4-D também promove a
sintese endégena de AlA que é correlacionado positivamente com a capacidade embriogénica da
cultura. Contudo, durante a maturagcédo, os ;feitos résiduais de 2,4-D podem inibir o
desenvolvimento normal do embrido (Neumann, 2000). Assim, no presente trabalho, a
substituicdo do 2,4-D pela suplementagdo com poliaminas poderia aumentar a capacidadé das
culturas embriogénicas em responder aos tratamentos de maturagao.

. A biossintese enddgena de ABA foi estimulada gradativamente pela adigéo de Put e Spd,
sendo observada uma relagio direta entre a concentragéo destas PAs exdgenas e a biossintese
de ABA. Ao contrario, foi observado que o aumento da concentragcdo de Spm no meio de cultura
foib inversamente proporcional ao acumulo de ABA (Figura 3B). Segundo Gaspar et al. (1996), o
metabolismo}hormonal opera de maneira ihtegrada com o metabolismo primario. Em Panax
ginseg a aplicagéo exoégena de poliaminas combinada com auxinas incrementou a indugao das
culturas embriogénicas e o numero de embrides somaticos produzidos. Entre as poliaminas
testadas, a Spd apresentou o melhor efeito (Kevers et al, 2000). No presente trabal‘ho, o]
incremento n_o conteido enddgeno de | ABA foi promovido pela adicdo exdgena de PAs,
esbecialment'e a Spd.

Estes resultados sugerem que a suplementagao dé poliaminas durante a maturagéo nesta
espécie pode ser promissora, considerando que em A.anguStifoIia a formagao de embriGes

somaticos cotiledonares foi acompanhada pelo acumulo endégeno de ABA e AlA (Capitulo 1lI).
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Figura 3. Efeito da adigdo de PAs e outros fitorreguladores ao meio de cultura BM (Gupta &
Pullman, 1991) no conteldo enddgeno de AIA e ABA das culturas embriogénicas de A
angustifolia. (A) AlA; (B) ABA..BMO (meio de cultura isento de fitorreguladores); BM2 meio de
cuitura suplementado com 2,4-D (2uM), BAP e Kin (0,5uM). Os dados foram representados pela

média e desvio padrao.
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5.3.4. Poliaminas

De maneira geral, no presente estudo as téulturas embriogénicasﬂ cultiva}das em meio de

cultura contendo outros fitorreguladores (BM2) apresentaram maiores conteudos de poliaminas
livres (Figura 4C) e conjugadas (Figura 4D) quando comparadas com as poliaminas livres (Figura
4A) e conjugadas (Figura 4B) das culturas embriogénicas cultivadas em meio de cultura isento de
- outros fitorreguladores (BMO). Independentemente da sup!emehtagéo de outros fitorreguladores
- ao meio de cultura as culturas embriogénicas suplementadas com Put apresentaram incremento
“celular de Put,” porém ndo um incremento de SPd e Spm (Figura 4AC). Isto indica que o
suprimento exégeno de Put nao foi convertido para Spd e Spm (Kumar & Thorpe, 1989), indicando
a auséncia das enzimas envolvidas na conversdo de Put em Spd e Spm (Bastola & Minocha,
1995). Em culturas embriogénicas de Solanum melongena a adi¢do ao rﬁeio de cultura de
inibidores dg sintese de Put resultou em uma redugdo endoégena do conteido de Put sem
modificar o contetido de Spd e Spm (Yadav & Rajam, 1998). Estes autores sugerem que esta
pode ser uma estratégia intéressante paré a regulagéo do "pool” enddgeno de poliaminas para
algumas espécies, especialmente nos esté_lgios tardios.da embriogénese.

A aplicagao exdgena de poliaminas tém sido um método simples pafa elevar o contetdo
de PAs, o que é positivamente correlacionado com a capacidade de regeneracdo de diversas
espécies vegetais. Porém, o efeito exégeno das poliaminas ndo esta totalmente elucidado e
aparentemente néo € o mesmo para as diferentes espécies (Takeda ef al, 2002). Em éulturas
embriogénicas de Oryza vsativa d contetido enddgeno de poliaminas !ivres,‘ comparativamente ao
conteudo de poliarhinas conj_ugadas, foi proporcional ao potencial da cultura para regenerar

. plantas (Hausman et al., 1997). No entanto, a conjugagao de poliaminas pode ser uma forma de
regulagio do “pool’ de poliamina livre na célula. Ehtretanto, o siénificado fisioldégico das
poliaminas conjugadas ainda nao €& bem conhecido (Mader & Hanke, 1997). Varios estudos tém

demonstrado a correlagdo entre o incremento do contelido de, poliaminas e a divisdo celular, ao
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contrario, a quéda de poliaminas é observada durante a redugdo da atividade mitética (Bais &

Ravishankar, 2002).
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Figura 4. Efeito da adigdo de PAs e outros fitorreguladores ao meio de cultura BM (Gupta &
Pullman, 1991) no conteldo endégeno de PAs das culturas embriogénicas de A. angustifolia.
(A,B) PAs Livres das culturas em'b'rio'génicas em meio de cultura isento de outros fitorreguladores;
(C,D) PAs Conjugadas nas culturas embriogénicas em meio de cultura suplementado com 2,4-D
(2uM), BAP e Kin (0,5uM). Os dados estdo répresentados pela média e desvio padrao.
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De marieira geral, neste estudo o contetido endégeno de poliaminas totais~ foi maior nas
culturas embriogénicas cultivas em meio de cultura suplementado com outros fitorreguladores
(BM2). Na auséncia de outros fitorreguladores 6 contelido de PAs totais foi maior em relacao ao
tratamento coﬁtrole somente quando o meio foi suplementado com Put e Spd (1nﬁM) (Figura 5A).
- Alguns trabalhos tém mostrado que as poliaminas-interagem de alguma forma com os horménios
vegetais, sugefindo-se qué auxinas e giberelinas podem induzir a sintese de poliaminas (Bagni &
Serafini¥FracaSSini, 1985; Smith et al., 1985). A biossintese de poliaminas & provavelmente um
dos' primeiros eventos metabdlicos promovidos pela atlvagao com 2,4-D (Serafini-Fracassini,
1991. A Spd e Spm se originam a partlr da Put, pela adicdo de grupos amlnopropll (Antognoni et
. al., 1998). No prgsente trabalho, a presenca de outros fitorreguladores no meio de cultura pode ter
estimulado a sintese e o’ acumulo de poliaminas promovendo o acumulo de PAs totais no meio de
cultura contendo este fitorregulador (BM2).

~A‘razélo de'poliaminas apresentou padrdes diferentes daqueles observados para as PAs
' totéié indican'do que nem sempre 0 acumulo dé Put foi maior em relagdo a Spd € Spm. A maior
razéo de PAs foi observada nos tratamentos suplementados com Put, indicando que quando estas
- foram suplementadas ao meio de cultura ocorreu um incremento no conteudo endogeno de Put.
‘Do mesmo modo, a ménor razdo de PAs observada nos tratamentos com adigdo de Spd e Spm
se deve a mcorporagao destas poliaminas resultando em um incremento endégeno (Figura 5B)

Em relagéo ao tratamento controle, a razéo de PAs foi modificada drasticamente nos
tratamentos suplementados com Spd e Spm que apresentaram o maiores valores de MS (Figura
1B),\ assim como a Put (1mM), as quais também resultaram nos maiores valores de multiplicacao
celular (Figura 1A). Assim, considerando estes resultados pode-ée inferir no presente trabalho que
altés razdes de poliaminas podem ser correlacionadas com incremento celular, enquanto que a

baixa razo de poliaminas é correlacionada com o acumulo de MS.
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Figura 5. Efeito da adigdo de PAs e outros fitorreguladores ao meio de cultura BM (Gupta &
Pullman, 1991) no conteido enddgeno de PAs das culturas embriogénicas de A. angustifolia. (A)
PAs totais; (B) Put*(Spm+Spd)”. BMO (meio de cultura isento de outros fitorreguladores); (BM2
meio de cultura suplementado com, 2,4-D (ZHM), BAP e Kin (0,5uM). Os dados estdo

representados pela média e desvio padréo.
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|

No presente estudo foram obtidos resultados inéditos sobre a embriogénese somatica de
A. angustifolia. Aspectos relevantes do metabolismo durante a fase de indugédo, multiplicagao e
maturagéo foram identificados e elucidados. Foram também caracterizadas as diferentes etapas
morfogenéticas das culturas embriogénicas durante a embriogénese somatica. Os tratamentos de
maturagao utilizados permitiram o desenvolviménto de embrides somaticos cotiledonares e a
analise dp metabolismo enddgeno indicd_u algumas alternativas para o estabelecimento de
protocolo completo de embriogéﬁese.somética para esta eépécie.

“No éapitulo | “Indugéo e mulfiplicagéo de culturas embriogénicas de A. angustifolia” relatou-
se a obtencado de altas taxas de indugdo e multiplicagdo das culturas embriogénicas em meio de
cultura suplementado e isento de fitorreguladores. Além disso, foi possivel a indugdao de
culturas embfiogénicas em meio‘ de cultura suplementado com maltose, o que até este
momento nédo tinha sido obtido para esta espécie. Foi observado que esta fonte de carbono
tem efeito fundamental na organizagdo morfolégica das culturas embriogénicas,
favorecendo a formacao de pré-embrides bipélares que, segundo ;iiversos autores estao
aptos ao processo de maturagao (Blanc, 2002; Bozhkov et al.,, 2002). Apesar disso, a
multiplicagdo tneste meio de cultura ainda é mais lenta do que em meio de cultura com sacarose.
Os resultados do capitulo IV indicam uma alternativa que sera comentada adiante.

Na anélise do metabolismo enddgeno foi observado que o conteudo. enddgeno de AlA é
incrementado quando as culturas embriogénicas sdo cultivadas em meio de cultura contendo 2,4-
D, principalmente, no meio de cultura suplementado com sacarose. Ao contrario disso, a maltose
inibiu a sintese endogena de AlA mesmo com a adigdo de 2,4-D. Alguns autores sugerem que o
conteudo enddégeno de AlA esta relacionado a capacidade embriogénica da cultura e é essencial
durante 6 desenvolvimento inicial dos embrides somaticos (Jimenez, 2001, ‘Fehér et al., 2003).
Assim, & necessario que em cu_Ituras embriogénicas suplementadas com maltose, as quais
apresentam morfologia bipolar, tenham o conteudo endégeno de AIA elevado pela aplicagao
exégéna, ou através de um mediador h_or'monal,”fungéo sugerida para as poliéminas (Bais et al.,

2002) e confirmada pelos resultados apresentados no Capitulo V.
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As poliaminas forarﬁ 6bservadas em concentragcdes significativamente superiores em
~ culturas embriogénicas suplementadés com sacarose comparativamente a maltose, indicando a
relacdo direta do contelido enddgeno de vpoliaminas com multiplicagéo celular das culturas
embridgénicas de A. angustifolia'.

O cont‘eudoﬁ endégeno de proteinas destas culturas também foi superior em meio de
cultura suplementado com maltose comparativamente a sacarose, indicando uma melhor
- condicdo das culturas para estagios posteriores da embriogénese. Contudo, as culturas
embriogénicas suplementadas ‘com sacarose também parecem estar aptas ao processo de
maturagao (capitulo Ill). - | ' s

A adigéo de ‘maltose ao meio de cultura promoveu a sintese enddégena de ABA com
conteudos significativamente superiores aqueles observados em cultura embriogénicas
provenientes do meio de cultura suplementado com sacarose. Apesar de que o ABA nébo é
comuméhte suplementado aos meios de cultura nesta etapa da embriogénese em coniferas a
sintese endégéna pode promover é rhelhor qualidade das culturas submetidas aos tratamentos de
matufggéo. No presenté trabalhb foram obtidos résuitados inéditos para coniféras, relacionando o
metabolismo do carbono e a sintese enddégena devABA. Até o momento, os dados de literatura
levantam estavvhipétese somente_ em estudos realizados em angiospermas (Nambara & Marion-
Poll, 2003). Os resultados aqui obtidos Sugerem que a adigao de maltose ao meio de cultura
évuma das bases do metabolismo que leva a sintese de ABA e a organizagao dos pro-
embrides somaticos de A. angustifolia.

Alternativamente, estas culturas poderiam ser submetidas a tratamentos com balanco
entre maltose e sacarose uma vez que 0 metabolismo hormonal esta interligado com o
catabolismo dos carboidratos (Finkelstein & Gibson, 20Q1), assim como com é formacao de
embrides somaticos ém coniferas (Iraqui & Tremblay, 2001; Stasolla & Ye:'ung, 2003).

No capituio il_“Diném’iCa de crescimento e aspectos fisiolégicos e bioquimicos de

suspensdes celulares embriogenéticas de A. angustifolia’, foram determinados meios de cultura
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aptos a multiplicagdo massal das culturas embriogénicas de A. angustifolia. vFoi possivel
multiplicagéo das culturas em meio suplementado com maltose ou sacarose.

Os'meios de cultura suplementados com sacarose apresentaram multiplicagio celular na
presenca e auséncia de fitorreguladores. Contudo, aqueles meios de cultura supleméntados com
maltose s6 apresentaram multiplicagdo celular com suplementagéo exogena de fitorreguladores.
Possnvelmente isto se deve ao decréscimo da smtese endogena de AlA, como comentado no
capitulo anteri}or (capitulo 1). No capitulo |, a maltose inibiu a sintese endégena de AlA chegando a
apresentar valores similares aos tratamentos isentos de fitorreguladores. E, provavelment-e‘, isto
também ocorreu nas culturas embriogénicas em suspensc“)e's celulares. Isto sugere que a maltose
(3%) por si s6 tem efeito inibitério ao acumulo endégeno de AlA livre. |

De maneira geral o contetido endégeno de poliaminas, especialmente na forma livre, foi
maior nos tratamentos suplementados com sacarose comparativamente ao tratamento com
maltose. Pode-se cdnclufr que o crescimentd celular das culturas embriogénicas de A.
angust:foha em suspensoes celulares esta associado a um incremento no conteiudo
endogeno de poliaminas. Meios de cultura suplementados com maltose apresentaram um
.crescimento celular mais lento comparativamente aquele observado em meios de cultura
suplementados com sacarose. Além disso, o incremento celular das culturas em meio com
sacarose foi acompanhado pela maior siﬁtese dé proteinas e amido condizente com a demanda
de energia para o processo de multiblicagéo celular.

No capitulo lll “Parametros bioquimicos e fisiolég‘icos durante a embriogénese zigotica e
maturagéq de culturas embriogénicas de A. angustifolia”, foram determinadas as condigbes de
cultivo para obtencdo de embriGes somaticos em estagio de desenvolvimento cotiledonar. Foram
ainda d‘eterminados parametros do metabolismo endégeno dos embrides somaticos
comparativamente aos embrides iigéticos desta espécie.

Algumas especificidades de condigbes de cultivo promoveram o desenvolvimento dos
embrides cotiledonares. Maltose (9%), ABA (150uM) e PEG(7%) promoveram o maior acimulo de

proteinas, amido, ABA e AlA enddgeno, a histodiferenciagéo e o desenvolvimento dos embribes
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somaticos. Ao contrario, quando a maltose foi substituida pela sacarose n3o foi observada a
sintese de pfo‘teinés e o contelido de AIA enddégeno foi significativamente inferior. No presente
trabalho, o actimulo endégeno de AlA e proteinas pareceu ser determinante para a progressao
dos embrides somaticos a estagios tardios do desenvolvimento. Foi éugerido que as rotas de
transporte de auxinas durante a embriogénese sdo responsaveis pelo normal estabelecimento da
polaridade do embrido nos estagios. iniciais do desenvolvimento. Este mesmo autor sugere
também que o efluxo polar e a produgéo local de auxina s3o responsaveis pela formacgao do eixo
apical basal do embrido e da planta adulta (Friml et al., 2003).

No presente estudo, pode-se inferir que a combinagao de PEG (7%), Maltose (9%) e ABA
(150 pM) suplementados ao meio de cultura de maturagdo promoveram o acumulo endogeno de
AlA. No capitulo |, foi observado que, quando as culturas foram multiplicadas somente com
maltose (3%5, sem a presengé de ABA e PEG, a sintese enddgena significativamente superior de
AlA "nao foi observada. Além disso, os tratamentos de maturacdo que combinaram a
suplementacdo de PEG (7%) e maltose (9%) na auséncia de ABA n&o apresentaram valores
significativamente supériores de AlA e também n&o apresentaram a formagdo de embrides
somaticos. Conclui-se que a suplementagdo do meio de cultura com ABA ativa a sintese
endégena de AlA permitindo 6 desenvolvimento dos embrides somaticos.

Resultados similares também foram observados por Thomas et al. (2002), em que a
imunolocaliza'c;éo de AIA endégeno em embribes zigéticos de girassol antes, durante e depois da
inducédo a embriogénese, indicou que o conteldo de auxinas enddégenas pode ser um dos
primeiros sinais que conduzem a embriogénese somatica. Nesta mesma espécie, o conteudo
endogeno de AIA também foi influenciado pela aplicacdo exdgena de ABA, que resultou na
formacéo de embrides somaticos em meio de cultura suplementado com alta concentragdo de
sacarose, sendo que na auséncia destes componentes, somente ocorreu o crescimento
desorganizado da cultura (Charriére et al., 1999).

Ao analisar comparativamente o padrao de' acumulo de proteinas e amido durante o

desenvolvimento do embrido zigético e em resposta ao melhor tratamento de maturagao foi
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observado que, apesar dos embribes somaticos apresen.tarem acumulo de protéinas, estes
valores ainda s3o inferiores aqueles observados nas fases tardias do embri&o zigético. Isto sugere
que o meio de cultura de maturagédo seja suplementado com componentes que permitam este
acumulo e alguns dos quais foram identificados no presente trabalho, como por exemplo, as
poliaminas, avaliadas no capitulo IV. Ainda, a identificagdo dos tipos de proteinas ativados
por cada um doé componentes do meio de cultura, comparativamente as proteinas
expressas no embrido zigético, poderia Sef uma importante estratégia para regular a
qualidade. do desenvolvimento dos ‘embrides somaticos, assim como, otimizar os
componentes do meio de cultura de maturagao.

No capitulo IV “Efeito das poliaminas exégenas durante a multiplicagdo de culturas
embriogénicas de A. angustifolia” foram observados efeitos significativos das diferentes
poliaminas. A put foi relacionada a multiplicacdo celular das culturas enquanto que a Spd e
Spm foram relacionadas ao incremento de MS e sintese endégena de substancias de
réserva. Ainda a Spd e Spm influenciaram no‘ acumulo do conteiido endégeno de ABA e.
AlA respectivamente (Figura 1). Isto sugere que estas poliaminas estdo relacionadas a
mudangas metabélicas.endégenas que, combinadas a outros fatores, podem implicar no
desenvolvimento morfolégico das culturas. A partir destes resultados, novos trabalhos
com suplementagdo do meio de cultura de maturacdo com poliaminas, especialmente Spd
e'Spm, podem promover o desenvolvimento completo dos embrides somaticos de A.
angustifolia.

Uma das hipoteses sugeridas no presente trabalho & que a ativagéo simultanea das.rotas
de acimulo endégeno de AlA, ABA e sintese de pro’teiﬁas conduz a mudangas morfoldgicas
durante o desenvolvimento. Esta ativacdo possivelmente regula a adaptagdo celular causando
reprogramagao genética, metabdlica e fisiologica a qual resulta na competéncia embriogénica e a

formacao de embrides somaticos cotiledonares em A. angustifolia.
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Embriogénese zigotica em Araucaria angustifolia
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Figura 1. Resumo esquematico dos eventas morfogenéticos e: fisioldgicos durante a
embriogénese zigo6tica e somatica de A. angustifolia. As setas e suas intensidades de coloragéao
indicam flutuagbes dos teores endogenos de proteina, amido, AIA, ABA, Poliaminas (PAs),
matéria fresca (MF) e matéria seca (MS); (—>»)Setas menores indicam a influencia da poliamina
especifica para cada componente enddgeno; ( ) Nao realizado.
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Figura 2. Processo de dois ciclos para a indugéo e modulagdo da embriogénese somética de A.angustifolia. A) Estabelece condi¢gbes
para a obtencgéo de ciclos repetitivos de divisdo celular em meio de cultura BM suplementado ou ndo com 2,4- D (5 uM), BAP e Kin (2
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com PEG (7%), Maltose (9%) e ABA (150uM). Adaptado de Durzan (1988) e Guerra et al., (1999).
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