
NEUSA STEINER V 

A 1 r ‹ PARAMETROS FISIOLOGICOS E BIOQUIMICOS DURANTE A › 

' A r r 
~ EMBRIOGENESE ZIGQTICA E SOMATICA DE 

V Araucaria angustífolia (BERT.) O. KUNTZE. 

' _Dissertação apresentada à Universidade 
«Federal de Santa Catarina, como requisito 

_ 
parcial à obtenção do título de mestre em 
Recursos Genéticos Vegetais. ' 

' u ~ 

_
, 

_ Orientador: Prof. Dr. Miguel Pedro Guerra 

* Florianópolis 
2005 -



"PARÃMETRQS E1s1oLÓG1cos E B1oQUíM1cos 
DURANTE A EMBRIOGÊNESE ZIGÓTICA E 

SOMÁTICA EM Araucaria angustifolia (BERT.) O. KTZE" 

` NEUSA STEINER 

Dissertação julgada e aprovada em sua 
forma final pelo Orientador e membros 
da Comissão Examina s ora. 

Comissão Examinadora: _ 

P . I . 
" iguel Pedro Guerra 

FIT/CCA/UFSC 

_ QM (SAM L /YL Afw 
_

A 

Dr. Adaucto Bellarmino de Pereira Netto 
UFPR/PR 

_ I (Ênio V[‹CL›*~ 

_ Pesq Dr. Mário Vidor 
EPAGRI/SC 

aaa
~ 

P/of. Dr. Marcelo Maraschin 
FIT/CCA/UFSC 

Florianópolis, fevereiro de 2005



“A verdadeira fortaleza é a que 
nos torna inflexíveis, quando se 
trata da virtude” (Plutarco).



AGRADECIMENTOS 

AGRADECIMENTOS 

Minha gratidão ao Professor Dr. Miguel Pedro Guerra pela orientação, por toda a confiança, 
atenção e amizade dispensadas durante a realização deste trabalho, e por todas as oportunidades 
que me ofereceu durante a graduação e mestrado. . 

Aos professores Rubens Nodari e Mauricio Sedrez dos Reis pela atenção e amizade dispensada 
durante o mestrado. 

Aos professores, Dra. Eny.l. S. Floh e Dr. Walter Handro do Laboratório de Biologia Celular de 
Plantas da Universidade de São Paulo que permitiram a realização das análise bioquímicas 
realizadas neste trabalho. . 

- V 

`
. 

A profesosora, Dra. Sara Beatriz Maldonado da Universidade de Buenos Aires, pelo incentivo e 
pelas valiosas contribuições a este trabalho.

i 

Aos amigos, André Luis e Vanildo Silveira pela atenção, por todas as técnicas que me ensiram e 
pelo incentivo ao meu trabalho. 

À Claudete Santa Catarina, por todo apoio, assistência nas análises bioquímicas e por todas as 
valiosas contribuições durante a realização deste trabalho. 

Aos professores, Dr. Adaucto B. Pereira, Dr. Marcelo Maraschin, Dr. Adelar Mantovani e ao 
pesquisador Dr. Mário Vidor por aceitar tão gentilmente fazer parte da banca deste trabalho. 

À Luisa e Bernadete pela presteza e dedicação com que me ajudaram em tantos momentos, em 
especial a Luisa pela atenção técnica dispensada desde os tempos de minha graduação. 

À Karine, pelo apoio e pelo seu “discreto” bom humor em momentos de descontração, ao Lírio 
pela fortaleza e à Gabriela pela amizade e companheirismo. 'L * 

Ao Felipe do Nascimento Vieira, pela amizade, dedicação e ajuda na realização das coletas e dos 
experimentos. 

`

_ 

À todos os colegas do Laboratório de Fisiologia do Desenvolvimento e Genética vegetal, pela 
amizade e convivência. 

À toda turma RGV-2002 pela convivência, pelas festas, pela confiança e bom humor. 
Ao Nei por todo amor, suporte, incentivo e total apoio para realização deste trabalho. 

Aos meus pais, Donato Steiner e Darci Beltrame Steiner, e aos meus irmãos, Marcelo, Tiago e 
Felipe, por compreenderem a minha ausência e pela confiança e apoio durante minha vida. 

Ao .Programa de Pós-graduação em Recursos Genéticos Vegetais pela oportunidade de 
realização deste trabalho e pela confiança deposidata. '

_ 

Ao CNPq e Capes pelo apoio financeiro. - 

_

- 

À Universidade Federal de Santa Catarina por oferecer o ensino gratuito e de qualidade.



ÍNDICE 

íND|cE« 

LISTA DE FIGURAS E TABELAS 1 

LISTA DE ABREVIATURAS O
8 

RESUMO 9 

ABSTRACT 10 

INTRODUÇÃO E ANTECEDENTES 11 

1.1 JUSTIFICATIVA 12 

1.2. REVISÃO BIBLIOGRÁEIÇA 13 
` 

1.2.1. ARAUCARIA ANGUSTIFOLIA ' I 13 
1.2.2. EMBRIOGÊNESE ZIGÓTIÇA EM CONÍFERAS 14 
1.2.3. EMBRIOOÊN ESE SOMÁTIÇA EM ÇONÍFERAS 

_ 
15 

1.2.4. SUSPENSÕES CELULARES __ 17 
1.2.5. PARÂMETROS DO METABOLISMO ASSOCIADO A EMBRIOGÊNESE ZIOÓTIÇA E SOMÁTIcA_ 19 

1.2.5. I.Poliominas 19 
' 1.2.5.2. Ácido abscísíco (ABA) e ácido indol-3-acétíco (AIA) 20 

- 1.2.5.3. Proteínas e compostos de reserva 21 
1.3. OBJETIVOS 22 

1.3.1. OBJETIVO GERAL 22 
1.3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 22 

CAPITULO I* 24 

INDUÇÃO E MULTIPLIÇAÇÃO DE ÇULTURAS EMBRIOGÊNIÇAS 24 

DE ARAUCARL4 ANGUSTIFOLIA 24 

2.1. INTRODUÇÃO 25 

2.2. MATERIAL E MÉTODOS .. 26 
2.2.1. MATERIAL VEGETAL- 26 
2.2.2. INDUÇÃO DAS ÇULTURAS EMBRIOOÊNIÇAS . 26 
2.2.3. MULTIPLIÇAÇÃO DAS ÇULTURAS EMBRIOOÊNIÇAS 27 
2.2.4. EXTRAÇÃO E DOSAGEM DE AMIDO - 27 
2.2.5. EXTRAÇÃO E DOSAGEM DE PROTEÍNAS TOTAIS 28 
2.2.6. DETERMINAÇÃO DE POLIAMINAS 29 
2.2.7. DETERMINAÇÃO DE AIA E ABA 30 
2.2.8. DETERMINAÇÃO DA MATERIA SECA 31 

~ V 

2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO 31 
2.3.1. INDUÇÃO _E MULTIPLICAÇÃO DAS ÇULTURAS EMBRIOGÊNIÇAS 31



íND¡cE 

2.3.2. MORFOLOGIA CELULAR E COMPETÊNCIA EMERIOGÊNICA ` 

35 
2.3.3. PROTEÍNA, AMIDO, ABA E MATERIA SECA 39 
2.3.4. AIA - 42 
2.3.5. POLIAMINAS 44 

CAPÍTULO II ` 

' 

. 47 
A ` r r DINAMICA DE CRESCIMENTO E ASPECTOS FISIOLOGICOS E BIOQUIMICOS DE 

SUSPENSOES CELULARES EMBRIOGENETICAS DE ARA UCARIA ANGUS T IF OLIA_47 
3.1. INTRODUÇÃO ' 48 

3.2. MATERIAL E MÉTODOS 49 
3 .2. 1.. MATERIAL VEGETAL 49 
3.2.2. MEIO DE CULTURA 49 
3.2.3. CONDIÇÕES DE CULTURA IN VITRO 50 
3.2.4. DETERMINAÇÃO DE PROTEINAS E AMIDO 50 
3.2.5. DETERMINAÇÃO DE POLIAMINAS 51 
3.2.6. ESTRATÉGIA EXPERIMENTAL E ANÁLISE ESTATÍSTICA 51 

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO 51 
3.3.1. DINÂMICA DE CRESCIMENTO E PH DO MEIO DE CULTURA 51 
3.3.2. POLIAMINAS 55 
3.3.3. PROTEINAS E AMIDO 62 

CAPITULO III ' 
A 64 

PARÃIVIETROS FISIOLÓGICOS E BIQUÍMICOS DURANTE A EMBRIOGÊNESE 
ZIGOTICA E MATURAÇAO DE CULTURAS EMBRIOGENICAS DE ARA UCARL4 
ANGUST IF OLIA . 64 

4.1. INTRODUÇAO ' 

65 

4.2. MATERIAL E MÉTODOS 66 
4.2.1. MATERIAL VEGETAL 66 
4.2.2. MEIO DE CULTURA 66 
4.2.3. CONDIÇÕES DE CULTURA IN I/meo 67 
4.2.4. ANÁLISE HISTOLÓGICA E CITOQUIMICA 67 
4.2.5. DETERMINAÇÃO DE AIA E ABA I 68 
4.2.6. DETERMINAÇÃO DE PROTEÍNAS E AMIDO O 

~ 
- 

. 68 
4.2.7. INCREMENTO DA MATÉRIA FRESCA (MF) E DETERMINAÇÃO DA MATÉRIA SECA (MS) 69 
4.2.8. ESTRATÉGIA EXPERIMENTAL E ANÁLISE ESTATÍSTICA 69 

4.3. RESULTADOS E DISCUSSÃO . 69 
- 4.3.1. PROTEÍNAS E AMIDO DURANTE A EMBRIOGÊNESE ZIGÓTICA 69 
4.3.2. DESENVOLVIMENTO DOS EMERIÕES SOMÁTICOS 71 
4.3.3. INCREMENTO DA MATETIA FRESCA (MF) E MATÉRIA SECA (MS) 77 
4.3.4. PROTEINAS E AMIDO = - 

` 78 
4.3.5.AIAEABA . . 

" 82



H 

ÍNDICE 

CAPITULO IV 87 
‹ r EFEITO DAS POLIAMIIÍIAS EXOGENAS DURANTE A MULTIPLICAÇÃO DE ' 

CULTURAS EMBRIOGENICAS DE ARA UCARIA ANGUST IF OLIA _í________87 
5.1. INTRODUÇÃO ' 

` 
` 

ss 

5.2. MATERIAL E MÉTODOS 39 
5.2.1. MATERIAL VEGETAL 89 
5.2.2. MEIO DE CULTURA ` 

4 

89 
5.2.3. CONDIÇÕES DE CULTURA IN VITRO ~ 89 
5.2.4. INCREMENTO DA MATERIA FRESCA (MF) E DETERMINAÇÃO DA MATÉRIA SECA (MS) 90 
5.2.5. DETERMINAÇÃO DE PROTEÍNAS E AMIDO 90 
5.2.6. DETERMINAÇÃO DE AIA E ABA A 

' ' 

90 
5.2.7. DETERMINAÇÃO DE POLIAMINAS 91 
5.2.8. ESTRATÉGIA EXPERIMENTAL E ANÁLISE ESTATÍSTICA E 

91 

5.3. RESULTADOS E DISCUSSÃO . 

E 

91 
5.3.1. INCREMENTO DA MATÉRIA E FRESCA (MF) E MATERIA SECA (MS) 

A 

91 
5.3.2. PROTEÍNAS E AMIDO 94 
5.3.3. AIA EABA 

V 

95 
5.3.4. POLIAMINAS 98 

CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS A 102 

7. REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS 110



LISTA DE FIGURAS E TABELAS 

LISTA DE FIGURAS E TABELAS 

INTRODUÇÃO E ANTECEDENTES 

Figura 1. Curva de crescimento celular tipica, na qual se relaciona o número de células nas 

diferentes fases (inicial, exponencial, linear, de desaceleração e estacionária) com o tempo de 

cultivo (Adaptado de Szabados et al., 1993) ................................................................................ ..18 

CAPITULO I 

Tabela 1. Tratamentos utilizados no experimento de indução de A. angustifolia .... .................... ..27 

Tabela 2. Estádio de desenvolvimento dos embriões zigóticos de A. angustifolia provenientes de 

três genótipos diferentes em três datas de coleta ......................................................................... ..32 

Tabela 3. Taxa de indução das culturas embriogênicas de A. angustifolia 'a partir de embriões 

zigóticos em diferentes estádios de desenvolvimento ........ ......................................................... ..33 

Tabela 4. Efeito da fonte de carbono na taxa de indução de culturas embriogênicas de 

A.angust¡fo/ia ......................................................... _. ....................................................................... .z34 

Tabela 5. Taxa média de indução de culturas embriogênicas em A. angustifolia em resposta a 

diferentes tipos e concentrações de fitorreguladores ............................................. ..................... ..35 

Figura 1. Embriogênese zigótica e somática em Araucaria angustifolia. A) pró-embrião zigótico, b) 
embrião zigótico globular, c) embrião zigótico pré cotiledonar, d) embrião zigótico cotiledonar e ) 

embrião zigótico cotiledonar tardio, f) indução da cultura embriogênica a partir do ápice 

embrionário zigótico, g) multiplicação da cultura embriogênica, h) tipos celularesmais freqüentes

1



LISTA DE FIGURAS E TABELAS 

em culturas embriogênicas na fase de multiplicação, i,j,k,I) sucessivos estágios de 

desenvolvimento de pró-embriões somáticos. (Barras a,b,c,d,e,f,g=1mm; h=12,5um; I,j,k=25um; 

|=5o pm e m=125 pm) ................................................. ........................................... ................ ..37 

Figura 2. Culturas embriogênicas de A. angustifo/ia submetidas à análise citoquímica com carmim 

acético e azul de Evans. a) células pequenas isodiamétricas reativas ao carmim acético, b) células 

alongadas e vacuoladas permeáveis ao corante azul de Evans, c) culturas embriogênicas com 

morfologia bipolar induzidas e mantidas em meio de cultura suplementado com maltose. O próf 
embrião é formado por um agregado de células embriogênicas conectado a células do suspensor, 

d) culturas mantidas em meio de cultura BM (Gupta & Pullman, 1991) suplementado com 

sacarose apresentando morfologia difusa, com distúrbio da polaridade. O pró-embrião consiste em 
um agregado de células embriogênicas circundado por células do suspensor (Barras a,b = 15pm e 

b,‹z = zõotzm) .................................................................................................................................. .sa 

Figura 3. Diagrama dos eventos morfogenéticos associados ao protocolo de embriogênese 

somática em A. angustifo/ia. a, b) efeito da fonte de carbono na morfologia das culturas 

embriogênicas e histodiferenciação dos embriões somáticos ..................... ... ............................... ..39

I 

Tabela 6. Efeito dos tratamentos de multiplicação no conteúdo endógeno de AIA, ABA, proteina, 

amido e MS% das culturas embriogênicas de A. angustifo/ia. Maltose (M), sacarose (S), 

fitorreguladores 2,4-D (2uM), BAP e Kin (0,5uM cada) (2) e ausência de fitorreguladores (O) ..... ..43 

Tabela 7. Efeito da fonte de carbono no conteúdo endógeno de AIA, ABA, proteina, amido e MS 
durante a multiplicação das culturas embriogênicas de A. Angustifo/ia ........................................ ..44~ 

Tabela 8. Efeito da presença e ausência de fitorreguladores no conteúdo 'endógeno de AIA, ABA, 

proteína, amido e MS durante a multiplicação das culturas embriogênicas de A. Angustifo/ia ..... ..44 

Ha

2



LISTA DE FIGURAS E TABELAS 

Figura 4. (A) PAs Totais, (B) razão de PAs, (C) PAs Livres e (D) PAs conjugadas das culturas 

embriogenicas de A. angustifo/ia nos diferentes tratamentos de multiplicação. Meio de cultura BM 
suplementado para 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 não diferem 
significativamente entre si de acordo com o teste de SNK (p<0,05) (C.V.A = 11,2%; C.V.B = 7,3%) 
(C e D) Dados representam a media 1 desvio padrão ............................................ ................ ..46 

CAPITULO Il 

\.. 

Tabela 1. Tratamentos utilizados no experimento de suspensões celulares de A. angustifo/ia .... ..49 

Figura 1. Efeito da fonte de carbono e dos fitorreguladores suplementados ao meio de cultura BM 
(Gupta & Pullman, 1991) em suspensões celulares de A. angustifo/ia. (A) Dinâmica de 

crescimento (B) pH do meio de cultura. Tratamentos: SF (BM + sacarose (3%) + 2,4-D (2uM), 
BAP e Kin (O,5uN|)); S (BM +sacarose (3%)), MF (BM +maItose'(3%) + 2,4-D (2uM), BAP e Kin 
(0,5uM))§ M (BM + maltose (3%)); CF (BM + 2,4-D (2uM), BAP e Kin (O,5uM))Ç CMS (BM) ........ ..54 

Figura 2. Efeito da fonte de carbono e fitorreguladores suplementados ao meio de cultura BM 
(Gupta & Pullman, 1991) em suspensões celulares de A. angustifo/ia. (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 (O,5uM)); S (BM +sacarose (3%)), MF (BM + maltose (3%) + 2,4-D (2uM), BAP e Kin 
(O,5uM))§ M (BM + maltose (3%)); CF (BM + 2,4-D (2uM), BAP e Kin (O,5uM)); CMS (BM) ........ ..6_O

t 

Figura 3. Efeito da fonte de carbono e fitorreguladores suplementados ao meio de cultura BM 
(Gupta & Pullman, 1991) no conteúdo de PAs em suspensões celulares de A. angustifo/ia. (A) 

PAs totais (B) Razão [Put.(Spd+Spm)]`1. Tratamentos: SF (BM + sacarose (3%) + 2,4-D (2uM),

3



LISTA DE FIGURAS E TABELAS 

BAP e Kin (O,5uM)); S (BM +sacarose (3%)), MF (BM +maItose (3%) + 2,4-D (2uM), BAP e Kin 

(O,5uM)); M (BM + maltose (3%)); CF (BM + 2,4-D (2uM), BAP e Kin (0,5u|V|)); CMS (BM) ......... ..61 

Figura 4. Efeito da fonte de carbono e fitorreguladores suplementados ao meio de cultura BM 
(Gupta & Pullman, 1991) no conteúdo de proteínas e amido em suspensões celulares de A. 

angustifolia. (A) Proteína (B) Amido. Tratamentos: SF (BM + sacarose (3%) + 2,4-D (2uM), BAP e 

Kin (O,5uM)); S (BM + sacarose (3%)), MF (BM + maltose (3%) + 2,4-D (2uM), BAP e Kin 

(O,5uM)); M (BM + maltose (3%)); CF (BM + 2,4-D (2uM), BAP e Kin (0,5u|V|))§ CMS (BM) ....... ..-..63 

CAPITULO III- 

Tabela 1. Tratamentos utilizados no_ experimento de suspensões celulares de A. angustifolia .... ..67 

Figura 1. Teores de proteínas (A) e amido (B) nos diferentes estágios de desenvolvimento 

embrião zigótico de A. angustifolia. 1- pró-embrião; 2- globular; 3- pré-cotiledonar; 4- cotiledonar; 

5-maduro. Os dados estão representados pela média e desvio padrão ....................................... ..71 

Figura 2. Efeito dos diferentes tratamentos de maturação nas culturas embriogênicas de A. 

angustifolia. a) cultura embriogênica em meio de cultura com sacarose (9%) e ABA (150uM) com 
aspecto granular e embriões somáticos com a superfície rugosa; b) cultura embriogênica em meio 
de cultura com maltose (9%) e ABA (150uM); c,d) embriões somáticos globulares na superfície da 
cultura embriogênica; e,f) embriões somáticos globulares, torpedo e cotiledonares na superfície da 

cultura embriogênica; g) embrião somático cotiledonar; f) embrião somático com cotilédones 

clorofilados em meio de cultura BM (Gupta & Pullman, 1991) suplementado com carvão ativado 
1,5 g.L'“. (Barras =1mm) ............................ ................................................................................. ..75

\ 

Figura 3. Análise citoquímica e histológica durante a maturação das culturas embriogênicas. A. 

angustifolia. a) padrão morfológico da cultura embriogênica antes de ser submetida aos

4



LISTA DE FIGURAS E TABELAS 
x \ 

tratamentos de maturação b) embriões somáticos na superfície da cultura embriogênica em meio 

de cultura com maltose (9%) e ABA (15O|.1M); c,d) embriões somáticos globulares na superfície da 
cultura embriogênica reativos ao carmim acético; e) embriões somáticos globulares na superfície 

da cultura embriogênica evidenciando a formação da protoderme. (Barras a,b=1mm; c=125um; 

d=50u; e e=25 um) ....................................................................................................................... ..76 

Figura 4. (A) Multiplicação celular; (B) matéria seca (MS) das culturas embriogênicas de A. 

angustifo/ia submetidas ao_s diferentes tratamentos de maturação. Os dados estão representados 

pela média e desvio padrão ........................................................................................................... ..78 

Figura 5. Efeito_dos diferentes tratamentos de maturação no conteúdoendógeno de proteínas e 

amido em culturas embriogênicas de A. angustifo/ia provenientes de dois tratamentos de 

multiplicação. (A,l B) Proteínas e Amido nas culturas embriogênicas provenientes do meio de 

cultura isento de fitorreguladores; (C,D) Proteínas e Amido nas culturas .embriogênicas 

provenientes do meio de cultura suplementado com 2,4-D (2úM), BAP e Kin (O,5pM). Os dados 

estão representados pela média e desvio padrão ................. ................................................... ..81 

Tabela 2. Efeito dos tratamentos de maturação no conteúdo endógeno de AIA e ABA das culturas 
embriogênicas de A. Angustifolia ................... _. .............................................................................. ..83 

Tabela 3. Efeito da suplementação de ABA no conteúdo endógeno de AIA e ABA durante a 

maturação das culturas embriogênicas de A. Angustifolia ............................................................ ..83 

Tabela 4. Efeito da suplementação de sacarose e maltose (9%) no conteúdo endógeno de AIA e 

ABA durante a maturação das culturas embriogênicas de A. Angustifolia ................... _.. .............. ..84 

Tabela 5. Efeito da presença de fitorreguladores durante a multiplicação no conteúdo endógeno 

de AIA e ABA durante a maturação' das culturas embriogênicas de A. angustifo/ia ................... ..84

5



LISTA DE FIGURAS E TABELAS 

CAPITULO IV i 

Figura 1. Efeito da adição de PAs e outros fitorreguladores ao meio de cultura BM (Gupta & 

Pullman, 1991) na multiplicação e MS das culturas embriogênicas de A. angustifolia. (A) 

Muliplicação celular; (B) MS%. BMO (meio de cultura isento de fitorreguladores); BM2 (meio de 

cultura suplementado com 2,4-D (2uM), BAP e Kin (O,5uM). Os dados foram representados pela 

média e desvio padrão .................................................................................................. ............... ..93 

Figura 2. Efeito da adição de PAs e outros fitorreguladores ao meio de cultura BM (Gupta & 

Pullman, 1991) no conteúdo endógeno de proteinas e amido das culturas embriogênicas de A. 

angustifolia. (A) Proteínas; (B) amido. BMO (meio de cultura isento de fitorreguladores); BM2 (meio 

de cultura suplementado com 2,4-D (2uM), BAP e Kin (0,5pM). Os dados foram representados 

pela média e desvio padrão ............................................... .z .......................................................... ..95 

Figura 3. Efeito da adição de PAs e outros fitorreguladores ao meio de cultura BM (Gupta & 

Pullman, 1991) no conteúdo endógeno de AIA e ABA das culturas embriogênicas de A. 

angustifolia. (A) AIA; (B) ABA. BMO (meio de cultura isento de fitorreguladores); BM2 meio de 

cultura suplementado com 2,4-D (2uM), BAP e Kin (O,5uM). Os dados foram representados pela 

média e desvio padrão ........ __' ........................................................................................................ ..97 

Figura 4. Efeito da adição de PAs e outros fitorreguladores ao meio de cultura BM (Gupta &` 

Pullman, 1991) no conteúdo endógeno de PAs das culturas embriogênicas de A. angustifolia. 

(A,B) PAs Livres das culturas embriogênicas em meio de cultura isento de outros fitorreguladores; 

(C,D) PAs Conjugadas nas culturas embriogênicas em meio de cultura suplementado com 2,4-D 

(2uM), BAP e Kin (O,5uM). Os dados estão representados pela média e desvio padrão ............ ..99 

Figura 5. Efeito da adição de PAs e outros fitorreguladores ao meio de cultura BM (Gupta & 

Pullman, 1991) no conteúdo endógenode PAs das culturas embriogênicas de A. angustifolia. (A)

. 6



~ LISTA DE FIGURAS E TABELAS 

PAs totais; (B) Put*(Spm+Spd)'1. BMO (meio de cultura isento de outros fitorreguladores); (BM2 

meio de cuItura_ suplementado com 2,4-D (2pM), BAP e Kin (0,5pM). Os dados estão 

representados pela média e desvio padrão ................................................................................. ..101 

CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

Figura 1. Resumo esquemático dos eventos morfogenéticos e fisiológicos durante a embriogênese 

zigótica e somática de A. angustifolia. As setas e suas intensidades de coloração indicam 

flutuações dos teores endógenos de proteina, amido, AIA, ABA, Poliaminas (PAS), matéria fresca 

(MF) e matéria seca (MS); (-›)Setas menores indicam a influência da poliamina especifica para 

cada componentes endógeno; ( 
----- --) Não realizado .................................................................. ..108 

Figura 2. Processo de dois ciclos para a indução e modulação da embriogênese somática de 

A.angust¡fo/ia. A) Estabelece condições para a obtenção de ciclos repetitivos de divisão celular 

em meio de cultura BM supleme_ntado ou não com 2,4- D (5 pM), BAP e Kin (2 uM cada); B) 
Estabelece condiçoes para a progressão e maturação dos embriões somáticos em meio de cultura 

BM suplementado com PEG (7%), Maltose (9%) e ABA (150pM). Adaptado de Durzan (1988) e 

Guerra ef al., (1999)..;* ..................... ........... ............................................................................. ..1o9

7



LISTA DE ABREVIATURAS 

2,4-D: ácido.2,4-diclorofenóxiacético 

ABA: ácido abscísico 
ACC: ácido 1-aminociclopropano-1 
AIA: ácido indol +3- acético 

ANOVA: análise de variância ' 

BAP: 6-benzilaminopurina 

-carboxílico 

BM: meio de cultura proposto por Gupta e Pullman, 1991 
CLAE: cromatografia líquida de alta' eficiência 
DAH : 1,7-diaminoheptano 
GA: ácido giberélico 
Kin: cinetina 

_

H 

LEA:”Late embryogenesis abundant” 
MF: matéria fresca 
MS: matéria seca 
PAs: poliaminas 
PCA: ácido perclórico 
PEG: polietileno glicol 
PMSF: fluoreto de fenilmetilsulfonil 
Put: putrescina 

SAM: s-adenosilmetionina 
SDS: dodecil sulfato de sódio 
Spd: espermidina 
Spm: espermina 
VCS: volume celular sedimentado 

LISTA DE ABRE VIA TURAS

"›



RESUMO ' 

RESUMO 

A embriogênese somática é uma técnica biotecnológica amplamente utilizada para propagação 
massal e conservação de genótipos superiores de diversas espéciesde coníferas, como é o caso 
da Araucaria angustifolia. Além disso, esta técnica se configura como um modelo referência para 
estudos da biologia do desenvolvimento in vitro. A principal limitação da embriogênese somática 
em coníferas encontra-se associada a dificuldades durante a fase de maturação. No presente 
trabalho foram estudados aspectos da regulação fisiológica e bioquímica da embriogênese 
zigótica e somática de A. angustifo/ia, visando o estabelecimento de um protocolo in vitro para 
esta espécie. Foram estabelecidas as condições in vitro para a indução, multiplicação e obtenção 
de embriões somáticos cotiledonares, assim como determinados a variação de alguns 
componentes do metabolismo endógeno destas culturas em diferentes fases da embriogênese 
zigótica e somática. Embriões zigóticos pré-cotiledonares inoculados em meio de cultura BM 
suplementados com 2,4- D (5 pM), BAP e Kin (2 uM cada), e maltose ou sacarose (3%) 
resultaram em uma taxa de indução de 66,7%. A indução, multiplicação e a morfologia das 
culturas embriogênicas foram significativamente influenciadas pela fonte de carbono. As culturas 
embriogênicas suplementadas com maltose apresentaram morfologia bipolar e também os 
maiores conteúdos de proteinas amido e ABA. O conteúdo de AIA durante a multiplicação foi 

incrementado pela presença de 2,4-D e sacarose no meio de cultura. Culturas embriogênicas 
mantidas em suspensões celulares em que o meio de cultura foi suplementado com sacarose e 
2,4-D (5 |.|M), BAP e Kin (2 uM cada) apresentaramum volume celular sedimentado de 50 mL 
após 42 dias de cultivo. A multiplicação das culturas embriogênicas em meio de cultura líquido foi 
observada tanto para suplementação com maltose ou sacarose. O conteúdo endógeno de 
poliaminas durante a multiplicação em meio liquido ou sólido foi correlacionado à multiplicação 
das culturas embriogênicas e os maiores valores foram observados em meio de cultura 

suplementados com sacarose e 2,4- D (5 |.iM), BAP e Kin (2 uM cada). Embriões somáticos 
globulares e cotiledonares foram obtidos em meio de cultura BM suplementado com PEG (7%), 
maltose (9%) e ABA (150 |.|M) e este processo morfogenético foi associado a mudanças 
endógenas no conteúdo de AIA, ABA e proteinas. Contudo, os teores endógenos de proteinas e 
amido foram inferiores aqueles observados no embrião zigótico, o qual apresentou um acúmulo 
destas substâncias durante os estágios embriogênicos tardios. A suplementaçãoexógena de 
poliaminas durante a multiplicação influenciou o metabolismo endógeno e a multiplicação das 
culturas embriogênicas. A Put foi relacionada à multiplicação das culturas embriogênicas, a Spd e 
a_Spm promoveram o acúmulo de matéria seca e de substâncias de reserva. Foi possivel 

identificar como alguns componentes do meio de cultura afetaram a morfogênese e alguns 
componentes do metabolismo endógeno das culturas embriogênicas de A. angustifo/ia. Os 
resultados aqui obtidos dão suporte a alternativas que permitirão o estabelecimento de um 
protocolo completo pára embriogênese somática nesta espécie.
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ABSTRACT 

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 invitro 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. lt 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~|.1M 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 obsen/ed 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 pM), 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 pM) and this was associated with enhanced endogenous levels 
of lAA, ABA, and protein. However, these values were lower than those observed in zygotic 
embryos which showed accumulation of protein and starch in Iate 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. lt was possible to identify how some components of the 
culture medium affected the morphogenesis and the endogenous metabolism of A. angustifo/ia 
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 angustífo/ia (Bert) O. Ktze é uma conífera' nativa do sul do Brasil que 

apresenta importância econômica (Mattos, 1994). A exploração intensa de A. angustífo/ia ao longo 
do séculopassado, associada à ausência de programas de melhoramento e conservação fez com 
que restassem apenas alguns remanescentes,.estimados em 2% da área original. Recentemente 
esta espécie foi incluída como espécie vulnerável, na lista oficial das plantas brasileiras 

ameaçadas de extinção (Guerra et al., 2002). I

, 

Técnicas biotecnológicas apresentam grande potencial de uso em .programas de 

melhoramento 'genético e conservação. Estas técnicas permitem o desenvolvimento e a 

propagação massal de genótipos superiores, bem como o estabelecimento de bancos de 
germoplasma visando a manutenção da variabilidade genética das populações naturais (Guerra et 

al., 2000; Park et al., 1998; Phillips, 2004). 
V

- 

A embriogênese somática é a principal técnica de cultura in vitro empregada para a 

propagação de coníferas (Grossnickle & Sutton, 1999; Stasolla & Yeung, 2003). Esta técnica 

apresenta redução de custos e maior rendimento biológico, ou seja, maior números de 

propágulos, comparativamente as demais técnicas de micropropagação. Recentemente, foram 

estabelecidos avanços em protocolos de embriogênese somática para coníferas de interesse 
comercial, como Pinus pinaster (Ramarosandratana et al., 2001) e Pinus strobus (Klimaszewska 
et al., 2000), assim como para coníferas ameaçadas de extinção, como é o caso de Cedrus libani 

(Khuri et al., 2000) e Àraucana angustífo/ia (Santos et al., 2002; Steiner et al., 2004). 

O emprego da embriogênese somáticagalém de permitir a propagação massal visando a 

consen/ação e o melhoramento genético das espécies, também 'pode ser utilizado como um 
modelo referência para estudos básicos da fisiologia do desenvolvimento. A embriogênese é uma 
rota de desenvolvimento complexa que inicia o ciclo de vida das plantas superiores e é um dos 
processos biológicos mais complexos e interessantes de serem estudados, Durante este 

processo, uma célula ou zigoto usa todo_,o seu potencial genético em divisões celulares 

\ f '
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complexas e consecutivas que resultam no organismo pluricelular (von Arnold, 2002). O 
crescimento, a divisão e diferenciação celular, durante a embriogênese envolvem uma série de 
mudanças no metabolismo celular. Assim sendo, este processo representa um modelo biológico 
interessante para estudos fisiológicos como a organização, diferenciação celular e metabolismo 

vegetal.
“ 

Estudos básicos do metabolismo celular durante a embriogênese zigótica e somática de A. 

angustifolia, utilizando a reconstituição in vitro dos eventos fisiológicos e bioquímicos envolvidos 

permitem a elucidação de processos aplicados à propagação massal e a conservação desta 

espécie.
' 

1.2. REv|sÃo BiBL|oGRÁ|=|cA 

1 .2.1 _ Araucaria angustifolia 

A familia Araucariaceae está distribuída principalmente no hemisfério sul, ocorrendo na 

Nova Caledônia, Nova Guiné, Austrália, Nova Zelândia e América do Sul (Setoguchi et al., 1998). 

Na América do Sul, as principais espécies são Araucaria araucana e Araucaria angustifolia, esta 

última também é conhecida como pinheiro-do-Paraná, pinheiro brasileiro, araucária ou 

simplesmente pinheiro (Shimizu & Oliveira, 1981)-_ As ãn/ores são monóicas, com 10 - 35 metros 

de altura e 50 '- 120 centimetros de diâmetro, os troncos são retos e quase cilíndricos (Carvalho, 

1994), a casca e grossa e resinosa e a ramificação é racemosa apresentado verticilos quase 

horizontais. Os verticilos _se ramificam em abundantes ramos secundários constituindo as grimpas 
que vão se adensar no ápice do caule, formando uma copa tipica em forma de candelabro, 
umbela ou corimbo nas árvores adultas (Reitz et al., 1978). ' 

A A. angustifolia 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 entre as longitudes 41°30'W e 

54°30'W. No Brasil, a área original, de formato irregular, foi de cerca de 200.000 km2. Esta
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espécie era encontrada principalmente nos Estados do Paraná (40% da superfície), Santa 

Catarina (31%) e Rio Grande do Sul (25%). Manchas esparsas eram observadas no Sul de São 

Paulo (3%), intemando-se até o sul de Minas Geraise Rio de Janeiro, em áreas de altitude 
elevadas (1°/0) (carvalho, 1994). . 

_

' 

A madeira serrada e laminada da A. angustifolia foi, por um longo período, um dos 
produtos mais importantes na exportação brasileira. Além do uso comomadeira, utiliza-se 

também a resina exsudada principalmente da casca e finalmente, o pinhão é muito apreciado na 

alimentação humana, de animais domésticos e da fauna silvestre quetambém são responsáveis 
pela sua dispersão (Mattos, 1994). 

A exploração da A. angustifolía se intensificou a partir de 1934, tendo seu auge nas 

décadas de 50 a 70 com produção estável em tomo de 2,8 milhões de metros cúbicos de madeira 
(Mattos, 1994). No Estado de São Paulo, as resen/as foram exauridas entre 1930 e .1940 (Shimizu 

& Oliveira, 1981) e no Estado do Paraná, em 1977. Atualmente os remanescentes desta espécie 
estäo estimados em 2%z da área original (Guerra et al., 2002). 

1.2.2. Embriogênese zigótica em coníferas 

A embriogënese zigótica em coníferas é caracterizada pela presença de poliembriões. A 
poliembrionia é um fenômeno comum nas coníferas, definida pela presença de mais de um 
embrião nos estágios iniciais de desenvolvimento da semente, porém apenas um embrião 
permanece na semente madura. Existem dois tipos de poliembrionia, a poliembrionia polizigótica e 

a poliembrionia por clivagem. Em muitos gêneros de Pinus ocorrem os dois tipos de poliembrionia, 
onde primeiramente, por poliembrionia polizigótica, dois ou mais óvulos são_fecundados em um 
mesmo megagametófito, produzindo separadamente pró-embriões, ou seja, cada arquegônio 

produz um único pró-embrião. Posteriormente cada pró-embrião formado sofre a poliembrionia por 
clivagem, onde se dividem por processo de clivagem em até oito pró-embriões. Em espécies do 
gênero Araucaria foi observada apenas a poliembrionia polizigótica (Gifford & Foster, 1989).
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A embriogênese em coníferas pode ser dividida em duas fases: (1) fase pró-embrionária 
que vai desde a fertilização até o rompimento da arquegônia pelo proembrião e (2) fase 

embrionária: a partir do rompimento da arquegônia até a maturação do embrião (Haines & 
Prakash, 1980). Estudos morfológicos da fase pró-embrionária do desenvolvimento embrionário 

em Araucaria sp sugeriram que este gênero é um dos mais primitivos (Haines & Prakash, 1980). 
Estes autores assinalam (i) a fase de núcleo livre prolongada, (ii) a presença das células da capa 

e (iii) a ausência de clivagem do proembrião como as principais* diferenças encontradas no 

desenvolvimento do pró-embrião nas espécies de Araucaria, se comparado com outras coníferas 
consideradas evolutivamente superiores, tais como Cupressaceae, Pinaceae eiTaxodiaceae 

(Haines & Prakash, 1980). ' 

1.2.3. Embriogênese somática em coníferas 

A embriogênese somática é um processo pelo qual, células haplóidesou somáticas 

desenvolvem-se por meio de diferentes estádios embriogënicos, dando origem a uma planta sem 
que ocorra a fusão de gametas (Williams & Maheswaran, 1986).

_ 

Comparativamente às demais técnicas 'de micropropagação, a embriogênese somática 

apresenta uma série de vantagens: a) permite a obtenção de uma grande quantidade de 
propágulos (embriões somáticos); b) o sistema permite um alto grau de automatização, reduzindo 
assim os custos por unidade produzida; c) os embriões somáticos podem ser produzidos de forma 
sincronizada, com alto grau de uniformização e pureza genética; d) pode ser utilizada como uma 
ferramenta integrada a programas de melhoramento florestal (Högberg et al., 1998; Guerra et al., 

2000). " 

A embriogênese somática é composta de cinco etapas (von Arnold 2002): 1) iniciação de 

culturas embriogênicas em meios de cultura contendo reguladores de crescimento vegetal 

(auxinas e citocininas); 2) multiplicação das culturas embriogënicas em meios de cultura líquidos 
ou semi-sólidos similares aos utilizados na indução; 3) pré-maturação de embriões em meios de

\ 
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cultura sem a presença, de fitorreguladores, 4) maturação dos embriões em meios de culturas 
suplementados com ABA e/ou agentes osmõticos; 5) conversão em plantas em meios de cultura 
isentos de fitorreguladores. 

ç 

- - 

Culturas poliembriogênicas de coníferas são normalmente mantidas em meios de cultura 
similares àqueles utilizados na fase de indução, porém com redução nas concentrações de 
fitorreguladores (Attree & Fowke, 1993). Um aspecto importante a ser mencionado refere-se à 

possibilidade do emprego da técnica de criopreservação como fator da viabilidade da integração 

da embriogênese somática em programas de melhoramento genético e conservação de 

germoplasma (Park et al., 1998).
V 

.Durante o estágio de maturação os embriões somáticos sofrem várias mudanças 

morfológicas e bioquímicas (von Arnold et al., 2002). Durante a maturação dos embriões 

somáticos de coníferas, quatro estádios de desenvolvimento podem ser distinguidos (Tautorus et 

al., 1991). 1) o embrião somático apresenta as células de suspensor translúcidas; 2) o embrião é 

caracterizado pelo longo sistema de suspensor, elevando um ápice embrionário denso, 

proeminente e com coloração creme; 3) o embrião somático possui pequenos cotilédones 

emergentes; 4) plântula verde com cotilédones alongados com hipocótilo e radícula 

desenvolvidos. 

Durante a última década foram observados muitos avanços no conhecimento da 

embriogênese somática em coní_fera's (Jain et al., 1995). Entretanto, a maturação de embriões 

somáticos e a regeneração de plantas ainda são problemas para muitas espécies. Em A. 
angustifo/ia foram estabelecidas as condições básicas para a indução de culturas embriogênicas a 

partir de embriões zigõticos imaturos, mas as fases finais do desenvolvimento dos embriões 

somáticos_não foram alcançadas (Astarita & Guerra, 1998; Guerra et al., 2000, Santos et al., 
2002).
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1.2.4. Suspensões celulares
\ 

As suspensões celulares consistem de células livres e ou aglomerados celulares 

crescendo em um meio de cultura líquido sob agitação continua (Szabados et al., 1993). 

Suspensões celulares mantidas em biorreatores,. agitadores rotatórios ou agitadores 

convencionais tem sido rotineiramente empregadas para a multiplicação e manutenção de 

culturas embriogênicas de coníferas (Tautorus et al., 1991). _ 

As suspensões celulares, cultivadas em meios de cultura definidos e condições ambientais 
controladas, representam um interessante sistema para estudos fisiológicos e bioquímicos 'in vitro. 
Outra vantagem é o baixo grau de diferenciação celular que geralmente não está presente na 

maioria dos tecidos e órgãos (Szabados et al., 1993). _

' 

Suspensões celulares normalmente exibem um padrão de crescimento celular descrito por 
uma curva sigmóide (Krogstrup, 1990), apresentando uma fase de desenvolvimento inicial, 

seguida pelas fases exponencial linear e estacionária de crescimento (Figura 1). A fase inicial de 
desenvolvimento é caracterizada por um período de adaptação, durante o qual as células 

assimilam nutrientes disponiveis no meio de cultura, utilizando-os para sustentar uma intensa 
atividade de biossintese celular. Esta atividade declina com o início da fase exponencial, a qual é 

caracterizada por um período de intensa divisão celular. Na fase linear, a taxa de crescimento 
celular declina uniformemente com o tempo, até alcançar a fase estacionária, onde já ocorreu o 

"
i 

aumento máximo no número de células (Grey et al., 1987; George, 1993). Vários pãrâmetros 

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

celular, índice mitótico, peso fresco e peso seco (Lulsdorf et al., 1992).
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Figura 1. Cun/a de crescimento celular típica, na qual se relaciona o número de 
células nas diferentes fases (inicial, exponencial, linear, de desaceleração e ‹ 

estacionária) com o tempo de cultivo (Adaptado de Szabados et al., 1993). 

As plantas são organismos autotróficos, com um sistema radicular altamente especializado 

na absorção de nutrientes; ao contrário disto, às suspensões celulares são geralmente sistemas 

heterotróficos, onde o crescimento e o metabolismo dependem da disponibilidade de nutrientes e 

de fitorreguladores presentes no meio de cultura. Considerando que a disponibilidade de 

nutrientes durante o cultivo pode modificar a fisiologia das células, é importante conhecer os 

mecanismos que regulam a absorção dos mesmos. Por outro lado, as trocas de nutrientes entre 

os compartimentos da célula são alteradas durante o ciclo de cultivo (Szabados et al., 1993).
_ 

Em muitos experimentos para várias espécies vegetais, entre elas coníferas, têm sido 
utilizadas suspensões celulares para estudos relacionados com o metabolismo de aminoácidos 

(Bonner et al., 1997), de purinas (Ashihara et al., 2001) de fitorreguladores (Jiménez, 2001) e 

igualmente para trabalhos com poliaminas (Kevers et al., 2000). Porém, as informações
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disponiveis sobre o metabolismo celular de culturas embriogênicas em coníferas são ainda 
limitadas.

' 

1.2.5. Parâmetros do metabolismo associado a embriogênese zigótica e somática 

1.2.5.1 .Poliaminas 

As poliaminas são aminas alifáticas com carga positiva em pH neutro que têm importância 
fundamental na proliferação e diferenciação celular. Os perfis de poliaminas podem ser utilizados 

como marcadores das alterações metabólicas ocorridas' durante a maturação das culturas 

embriogênicas (Bouchereau et al., 1999). As principais poliaminas em plantas superiores são a 

putrescína (Put), a espermina (Spm) e a espermidina (Spd), que atuam em rotas essenciais do 
desenvolvimento embrionário, embora seus mecanismos de ação ainda não tenham sido 

elucidados (Minocha et al., 1994). As poliaminas atuam em vários processos celulares 

importantes, como a divisão celular, síntese protéica, replicação do DNA e em resposta das 
plantas ao estresse hídrico (Bouchereau et al., 1999). Segundo Bouchereau et al. (1999) é 

possível que as poliaminas realizem muitas de suas funções através de ligações com várias 

macromoléculas. 

Um dos papéis das poliaminas in vitro se relaciona com a divisão celular e a morfogênese 
(Kong et al., 1998). As poliaminas podem agir de diferentes formas nas culturas in vitro, 

promovendo ou inibindo a fo.rmaçâo de gemas, alongamento celular, aumentoda massa de calos 

e enraizamento de plântulas (Scholten, 1998). Em Pinus strobus, o aumento de Spd após a 

fertilização sugere que as poliaminas estão envolvidas no desenvolvimento dos óvulos e embriões 

(Feirer et al., 1995). Altos teores de poliaminas foram quantificados em tecidos embriogênicos de 
Picea glauca (Amarasinghe & Carlom, 1996). Mudanças endógenas de poliaminas também foram 
analisadas durante a embriogênese somática de Picea glauca x P. englemannii (Amarasinghe et 

al., 1996). Em A. angustifo/ia o conteúdo de poliaminas variou durante 'a embriogênese zigótica, 
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nas fases iniciais observou-se altos teores de Put e Spd, enquanto que, nos estádios tardios' da 

embriogênese a Spm foi ça poliamina mais 'abundante (Astarita et al., 2004b). Estes resultados 
sugerem que as poliaminas podem estar envolvidas no desenvolvimento de embriões somãticos 

de coníferas. ` 

~

` 

1.2.5.2. Ácido abscisico (ABA) e ácido indol-3-acético (AlA) ' 

O desenvolvimento vegetal representa o resultado de um complexo controle espacial e 

temporal, onde vários hormônios atuam na regulação da expressão de múltiplos genes (Dodeman 
et al.-, 1997). A maturação das diversas espécies der coníferas em geral é estimulada pela 
presença de ABA (Stasolla & Yeung, 2003). A ação do ABA é atribuída “àinibição da clivagem 
poliembrionária, permitindo o desenvolvimento do embrião e o acúmulo de substâncias de reserva 

(Gupta et al., 1993; Dodeman et al.,1997). Contudo, em A. angustifolia não foram observados 

efeitos positivos para a maturação de embriões somãticos (Guerra et al., 2000). 

O decréscimo no conteúdo de água é um evento natural que ocorre durante os estágios 
tardios de desenvolvimento das sementes e representa uma importante etapa antes de iniciar o 

processo de germinação (Stasolla & Yeung, 2003). O ABA e estresses osmóticos estão 

envolvidos neste processo durante' o desenvolvimento e germinação dos embriões zigóticos 

(Klimaszewska et al., 1997). Em A. angustifolía poucas são as informações sobre o conteúdo 
endógeno do ABA durante a embriogênese zigótica e somática. Diversas alterações no 

metabolismo do nitrogênio seguido pela deposição de substâncias de reserva e síntese de 

poliaminas podem ocorrer em resposta ao tratamento com ABA (Stasolla & Yeung, 2003). 

Contudo, aparentemente, a suplementação de ABA ao meio de cultura é necessária para o 

desenvolvimento dos embriões somãticos, porém parece não ser suficiente para o completo 

processo de maturação (von Arnold et al., 2002). .
- 

As auxinas exercem uma forte influência nos processos de expansão, divisão celular, .na 
definição de órgãos e promoção da diferenciação do sistema vascular (Liu et al., 1993). A auxina
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mais largamente encontrada é o «AIA que ocorre nos tecidos vegetais na forma livre (ativa), ou 

conjugada. A manutençãodas auxinas no estado conjugado representa o melhor mecanismo para 
armazenamento nas células, controlando os níveis de auxina livre através da metabolizaçao do 

excesso presente. A auxina no estado conjugado está protegida contra os processos de oxidação, 
podendo ser enzimaticamente liberada quando necessário (Gaspar et al., 1996; Normanly, 1997). 

Na embriogênese zigótica as auxinas são importantes para o desenvolvimento do embrião, 
especialmente na regulação do padrão de formação embrionico (Fischer-Iglesias & Nauhaus, 
2001). Durante a embriogênese somática as auxinas podem ser um fator determinante na 
histodiferenciação dos embriões especialmente durante a formação dos meristemas, melhorando 

a qualidade dos embriões somáticos formados (Bozhkov et al., 2002). Nasfases tardias da 

embriogênese observa-se a diminuição dos níveis de ácido giberélico (GA) e do ácido indol-3- 

acético (AIA), concomitantemente com o progressivo aumento do ABA na semente, alcançando os 
valores máximos de concentração (Chiwocha & von Aderkas, 2002). 

1.2.5.3. Proteínas e compostos de reserva 

Dentre os aspectos bioquímicos relacionados com a poliembriogênese zigótica e somática 

em coníferas, atenção especial tem sido direcionada ao estudo do acúmulo e mobilização de 
proteínas e substâncias de reserva nas sementes (Hakrnan, 1993). As principais substâncias de 

reserva depositadas no megagametófito, durante a formação das sementes das coníferas, são as 

proteínas, carboidratos e lipídios (Bewley & Black, 1994). A síntese das proteínas de reserva pode 
ser estimulada pelo uso de ABA.exÓgeno durante as fases finais da embriogênese somática em 
coníferas (Tautorus et al., 1991). O ABA está envolvido na expressão dos genes /ea que codificam 
as proteínas LEA “Iate embryogenesis abundant”, que são um grupo de proteínas sintetizadas na 
semente após a histodiferenciação do embrião (Bewley & Black, 1994). ‹ 

. As proteínas nas sementes podem ser subdividídas em categorias, denominadas de 
proteínas de reserva, as quais compõem a maior parte das proteínas e que servem como fonte de
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aminoácidos_para uso durante a germinação e crescimento da planta (Higgins, 1984; Shewry et 

al., 1995); proteínas estruturais, essenciais para o metabolismo celular normal (Higgins, 1984) e 

proteínas .enzimáticas. Proteínas de reserva são., consideradas marcadores do processo de 

maturação em embriões zigóticos de gimnospemias e angiospermas (Dunstan et al., 1998). Nas 

coníferas, tanto embriões somáticos como embriões zigóticos acumulam proteínas de reservaem 

abundância, durante a fase de maturação dos embriões (Hakman et al., 1990). 

Estudos referentes ao controle do processo de maturação, tanto em sementes como em 
embriões somáticos, requerem um melhor entendimento das mudanças estruturais nos tecidos 

ativos na acumulação de substâncias de reserva, bem como o conhecimento das proteínas de 

reserva presentes na semente (Hakman, 1993). 

A identificação de proteínas específicas das fases do desenvolvimento da embriogënese 

zigótica, com a finalidade de compreender e monitorar os eventos da embriogënese somática 

torna possível a identificação de proteínas marcadoras para situações específicas, tais como a 

diferenciação celular e respostas celulares a estímulos extemos diversos (Wilkins et al., 1997). 

1.3. OBJETIVOS 

1.3.1. Objetivogeral 

Estudar aspectos da regulação bioquímica e fisiológica da embriogënese zigótica e 

somática de~Araucaría angustifolia, visando o estabelecimento de um protocolo in vitro para 

propagação massal de genótipos superiores e para o estabelecimento de bancos de 

germoplasma. . 

1.3.2. Objetivos específicos 

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

na freqüência de indução, no conteúdo endógeno ,de AIA, ABA, proteínas, amido e poliminas e
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na morfologia das culturas embriogênicas de Araucaria angustifo/ia, buscando relacioná-los 

com a capacidade embriogênica; 

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

Kin) na multiplicação celular e conteúdo endógeno de proteína, amido e poliaminas durante a 

dinâmica de crescimento das culturas embriogênicas de A. angustifo/ia em suspensões 
celulares; 

' ' 

oi Avaliar o efeito da adição de ABA, PEG e fontes__de carbono (maltose e- sacarose) na formação 
dos embriões somáticos durante a maturação, assim como no conteúdo endógeno de AIA, 
ABA, proteina e amido destas culturas buscando uma análise comparativa do desenvolvimento 
do embrião zigótico, visando estabelecer a relação de similaridade entre os dois processos; 

cl) Avaliar o efeito da suplementação exógena de poliaminas (Put, Spd e Spm) na multiplicação e 

V conteúdo endógeno de proteínas, amido, AIA e ABA das culturas embriogênicas de A. 

angustifolia.
` 

Os resultados referentes a cada objetivo específico estão dispostos na forma de capítulos, os 
quais tem sua introdução reduzida. A introdução foi apresentada em um capítulo único, assim 
como as conclusões e perspectivas. ~

'
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c'AP|Tu`Lo |* 

` |NDuÇÃo E |v|uLT|PL|cAçÃo DE cu|_TuRAs EMBR|oGÊN|_cAs 
' 

DE Araucaria angustifolia

/ 

* Parte deste capítulo foi *aceito para publicação no periódico "Brazi|ian Archives of Biology and Technology

24



H 

cAPn1mor 

z1JNTRoDuçÃo 

A embriogênese somática é um sistema ideal para investigar o processo de diferenciação 
em plantas, bem como a expressão dos mecanismos de totipotência da célula vegetal, expressos 
por Haberlant em 1902. Este processo permite o estudo da competência celular que é definida 
como o potencial de reprogramação de uma célula em resposta a sinais especificos, por meio de 
processos de desdiferenciação e rediferenciação. A integração entre crescimento (divisão) e 

diferenciação (especialização) celular dá inicio à morfogênese e a 'embriogênese somática 

compreende uma seqüência de etapas incluindo a indução, multiplicação, maturação, germinação 
e finalmente a aclimatização ex vitrum (Bozhkov et al., 2002). A indução pode ser alcançada ao 
submeter um tecido gamético ou somático a condições específicas de cultura (Guerra et al., 

2000). A freqüência de indução de culturas embriogênicas em coníferas é afetada por vários 
fatores, genótipo, estágio de desenvolvimento do explante, fonte de carboidratos (sacarose, 

maltose e lactose), composição e niveis de nitrogênio e fitorreguladores (Li et al., 1998; Zoglauer 
et al., 2002).

' 

As coníferas apresentam poliembriogênese zigótica restrita aos primeiros estágios de 
desenvolvimento do embrião. Este mecanismo adaptativo e evolucionário pode ocorrer em 
resposta à fertilização de vários óvulos ou pela clivagem de um embrião resultando em múltiplos 
embriões geneticamente idênticos,(Gifford & Foster, 1989). A reconstituição dos poliembriões in 
vitro pode ocorrer por meio da poliembriogênese somática (Gupta & Grob, 1995).

, 

Para muitas espécies 'de coníferas incluindo A. angustifo/ia, o mecanismo que regula a 

formação do embrião não foi totalmente esclarecido. Os eventos iniciais da embriogênese são os 
mais críticos) para a formação da planta, junto com a diferenciação da região apical e basal 
(morfogênese), na qual é estabelecida a polaridade, tecidos meristemáticos primários e a camada 
protodérmica são diferenciados (histogênese) (Bozhkov et al., 2002). O estudo dos eventos 
morfogênicos in vitro é essencial para a elucidação dos pontos de controle associados à indução e 

controle da embriogênese somática em plantas. 
. 

.
_ 

No presente trabalho foram investigados aspectos associados à indução, multiplicação e 

morfogênese das culturasembriogênicas de_A. angustifo/ia, com ênfase no efeito da fonte de 
carbono e fitorreguladores suplementados ao meio de cultura.
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2.2. MATER|AL_E MÉ'roDos' - 

No presente trabalho todas as etapas de multiplicação celular, análise microscópica e 

determinação de proteínas e amido foram desenvolvidas no Laboratório de Fisiologia do 

Desenvolvimento e Genética Vegetal do Centro de Ciências Agrárias, da Universidade Federal de 

Santa Catarina. As análises bioquímicas de poliaminas, ABA e AIA foram realizadas no 

Laboratório de Biologia Celular do Instituto de Biociências da Universidade de São Paulo.
' 

2.2.1., Material vegetal
z 

Foram utilizados cones femininos imaturos de A. angustifolía provenientes de coletas 

realizadas no período 2002/2003, em plantas de polinizaçao aberta, pertencentes a uma 
população natural no município de Bom Retiro - SC. As pinhas foram debulhadas individualmente 
e os pinhões foram submetidos à assepsia, realizada em câmara de fluxo laminar, sendo 

submersos em etanol 70% por dois minutos, e após em uma solução de hipoclorito de sódio 2%. 
Finalmente foram realizadas três lavagens com água destilada e autoclavada. Os embriões 
zigóticos imaturos foram excisados com o auxilio de pinças e bisturis sob estereomicroscópio. 

2.2.2. Indução' das culturas embriogênicas 

O estágio de desenvolvimento do embrião zigótico utilizado como explante nas diferentes 
coletas foi avaliado por meio da coloração 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-glutamina (1 g.L'1), mio-inositol (1 g.L'1) e caseína 

hidrolisada (0,5 g.L'1). Os tratamentos de indução variaram na suplementação de fitorreguladores 

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

1). O pH do meiode cultura foi ajustado para 5,8 com NaOH (O,5N) e HCl (O,5N) antes da adição 
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do Phytagel® (2,5 g.L'1). Os compostos orgânicos foram filtro-esterelizados e adicionados ao meio 

de cultura após a autoclavagem a 121 °C for 15 min. Os explantes foram inocuiados em placas de 
petri (90 x 10 mm) contendo 25 mL de meio de cultura. Depois de inoculadas as placas foram 
incubadas no escuro a 25: 2°C. 

Tabela 1. Tratamentos utilizados no experimento de indução de A. angustifolia. 
Formulaçao Salina BM (Gupta & Pullman, 1991) . 

Denominação ' Fonte de carbono (plv) Fitorreguladores 
do Maltose sacarose 24 D 5 M BAP (2 M KIN 2 M Tratamento (30/(3) (30/0). 

, (ii ) H ) ( li ) 

_ :M2_| na n 

X _ 
- 

X T | 

S2 - X X X_ X 
Mo x - _ _ - 

so - x - ' - -~ 
(x) = presença; (-) = ausência 

2.2.3. Multiplicação das culturas embriogênicas
z 

Após 30 dias, as culturas embriogênicas induzidas foram individualízadas do explante e 

subcultivadas para o mesmo meio de cultura utilizado na indução com redução de fitorreguladores 
para metade da concentração inicial.. Foram realizados subcultivos em intervalos de 20 dias e 

após o terceiro subcultivo a cultura foi considerada estabilizada. A qualidade das culturas 
'

z 

embriogênicas foi avaliada por meio da análise citoquimica com auxilio de microscópio OLYMPUS 
BX 40 baseado na coloração com carmim acético e azul de Evans (Durzan, 1988). 

2.2.4. Extração e dosagem de amido 

_ 

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

residuos das amostras utilizadas para a extração de proteínas totais foram macerados com 2 mL
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de ácido perclórico~30% e centrifugados a 2000 rpm, por 10 minutos. Foi realizada a segunda 

extração com 2 mL de ácido perclórico 30% e, após a centrifugação, os dois sobrenadantes foram 

unidos. A dosagem foi realizada pelo método de Umbreit & Burris (1964), utilizando-se a antrona 
('0,2%)-. Em seguida, as soluções foram agitadas e aquecidas em água fervente por 3 minutos. 
Após esfriar, em temperatura ambiente, foi realizada a leitura da absorbância em 
espectrofotômetro a 620 nm. Os cálculos dos níveis de amido foram obtidos a' partir da curva 

padrão, preparada com concentrações de 0 a 100 pg/mL de glucose, diluídas em ácido perclórico 
30%.. 

2.2.5. Extração e dosagem de proteínas .totais 

Amostras de 300mg de matéria fresca (MF) foram maceradas à temperatura de 4°C, com 

tampão de extração composto de 50 _mM de fosfato de sódio dibásico (pH 7,0), 1,5% de [3- 

mercapetanol (v/v), 0,5% de SDS (dodecil sulfato de sódio) (plv) e 1 mM de PMSF (Fluoreto de 
fenilmetilsulfonil). Após, as amostras maceradas foram centrifugadas a 8000 rpm, por 20 minutos, 

a 0°C. O sobrenadante e o precipitado foram separados, sendo o último novamente armazenado a 

-20°C para posterior utilização., As proteinas totais, presentes no_ sobrenadante, foram 

precipitadas com a presença de dois volumes de álcool etílico absoluto, no mínimo, para cada 

volume de sobrenadante e, em seguida, as amostras foram armazenadas a 4°C, por 30 minutos. 
Após este periodo, as amostras foram centrifugadas a 8000 rpm, por 20 minutos, a 0°C.- O 
sobrenadante foi descartado e as proteínas totais, precipitadas, foram ressuspendidas em solução 
de 50 mM de fosfato de sódio dibásico (pH7,0). Os teores de proteínas totais foram determinados 
pelo método de Bradford (1976) com as modificações de Read & Northcote (1981), e com a 

utilização de albumina de soro bovino como padrão. - V
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2.2.6. Determinação de poliaminas 

_ As poliaminas livres e conjugadas foram extraídas conforme a metodologia descrita por 

Minocha etçal., (1994) e Bajaj & Rajam (1995). A amostras foram maceradas com 1,5 mL de ácido 
perclórico (PCA) 5%. O material macerado foi mantido em gelo por 1 hora, sendo posteriormente 
centrifugado a 20.000 g, por 20 min, a 4°C. O sedimento foi ressuspendido com 1,5 mL de PCA 
5%, e após centrifugação, os dois sobrenadantes foram homogeneizados. A fração sobrenadante 
contém as poliaminas livres e conjugadas solúveis em PCA 5%. O precipitado contendo as 
poliaminas insolúveis foi descartado. Alíquotas de 200 ul. de sobrenadante em PCA foram 
misturadas em igual volume de HCl 12 N e hidrolisadas por 16 horas, a 110 °C, em tubos 
eppendorf. Após este periodo de tempo, as amostras foram secas a 40 °C sob jato de nitrogênio, 

e ressuspendidas em 200 uL de PCA 5% (Tiburcio et al., 1985). O material contendo as 
poliaminas livres e conjugadas solúveis em PCA foi armazenado para posterior derivatização, 
segundo a metodologia de_Baraldi et al., (1995). Para a derivatização, amostras de 40 |uL das 

poliaminas livres e conjugadas foram dansiladas, usando-se 20 pL de diaminoheptano (0,05 mM), 

100 uL de uma solução de cloreto de dansil (5 mg.m`L'1 em acetona ; 1,8 mM) e 50 uL de uma 
solução saturada de NaHCO3, sendo incubadas no escuro por 50 minutos, a 70 °C. O excesso de 
cloreto de dansil foi convertido em dansil-prolina adicionando-se 25 |.iL de prolina (100 mg.mL“1) 

na amostra, a temperatura ambiente e por 30 minutos no escuro. Posteriormente, as poliaminas 

foram extraídas com 200 uL de tolueno. Foram coletados,175 pL da fase orgânica e secados em 
jato de nitrogênio, a 40 °C. Em seguida, a amostra foi ressuspendida em 175 uL de acetonitrila 
para posterior quantificação. As poliaminas foram identificadas e quantificadas por CLAE, 

utilizando-se uma coluna C18, fase reversa (Shimadzu Shim-pack CLC ODS). Foram utilizados 
como fases móveis a acetonitrila 100% e uma solução de água-acetonitrila 10%, com pH 3,5, 
ajustado com HCl 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 
fluorescência foi ajustado para excitação de 340 n_m e emissão de 510 nm. Foram injetados 20 pL
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da solução de poiiaminas, conforme descrito anteriormente. As áreas dos picos e os tempos de 

retenção de cada poliamina foram identificados comparando-se com as poiiaminas padrões com 

concentrações conhecidas: putrescina (Put), espermidina (Spd) e espermina (Spm). 

2.2.7. Determinação de AIA e ABA 

Os níveis de AIA e ABA foram determinados de acordo com Kojima (1996), com 
modificações (Silveira et al., _2004a). As amostras foram, maceradas em 5 mL de tampão de 
extração (etanol 80% + 1% de polivinilpirrolidona-40), sendo o extrato transferido para um tubo 
tipo “Falcon” (15 mL). Foram adicionados 100 uL de [3H] AIA radioativo e 100 uL de [3H] ABA 
como padrão interno, para a determinação das perdas do processo. O extrato foi agitado por 1:30 
h, no escuro 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 vácuo a 45 °C (1 3:00 h), até atingir 20% do 
volume inicial (5 1,0 mL). 'O volume da amostra foi ajustado para 3 mL (p/v) com água, e o pH foi 
ajustado para 2,5 com a adição de HCl (1N). As amostras foram particionadas duas vezes, 

usando-se éter etillco como solvente orgânico. A fase orgânica (éter), contendo o AIA e o ABA, foi 
coletada e seca em centrifuga sob vácuo a 45 °C. Em seguida, as amostras foram ressuspendidas 
em 300 uL de metanol 100% e transferidas para tubos do tipo “eppendorf” e armazenadas a -20° 

C para análises posteriores em CLAE. 
A quantificação do' AIA e ABA foi realizada por CLAE em fase reversa, com coluna C18 

(Shimadzu Shim-pack CLC ODS). Foram utilizados como fases móveis metanol 100% e uma 
solução de água-metanol 10% e ácido acético 0,5%. A mudança na proporção de metanol 100% 
em relação ao outro solvente, definiu o gradiente de corrida, sendo o gradiente de metanol 100% 
ajustado para 20% durante os primeiros 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'1, a 40 °C. Para a detecção do AIA, 0 detector de fluorescência foi ajustado para excitação
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em 280 nm e emissão' em 350 nm e para a detecção do ABA, o detector de UV foi ajustado em 
254 nm. Foram injetados 40 pL da amostra. Frações contendo'AlA e ABA foram coletadas e 

analisadas por cintilação liquida (Packard® Tri-carb 2100'TR) para a estimativa de perdas. As 

áreas e tempos de retenção do AIA e do ABA foram avaliadas por comparação com 
concentrações conhecidas destes hormônios. 

2.2.8. Determinação da matéria seca 

Três amostras (200 mg de MF) de culturas embriogênicas de cada tratamento de 

multiplicação foram mantidas a 70 °C durante 72 horas para obtenção da matéria seca (MS). Os 

dados de MS foram expressos em porcentagem da MF inicial utilizando a equação MS%= 
(Ms/iv|i=)*1oo. 

, 
_ 

_

' 

2.2.9.- Estratégia experimental e análise estatística 

Todos os experimentos foram conduzidos em blocos completamente casualizados. Todos 
os tratamentos foram representados em triplicata e os dados obtidos submetidos à análise de 
variância (ANOVA) e, posteriormente, ao teste de separação de médias SNK (SOKAL e ROHLF, 
1995) com auxílio do programa Statgraphics® 7.0. 

H
~ 

2.3. RESULTÁDOS E DISCUSSÃO 

2.3.1. Indução e multiplicação das culturas embriogênicas 

No presente estudo, a correlação entre a data de coleta e o estágio de desenvolvimento do 

embrião (Figura 1) foi difícil de ser estabelecida. Para uma mesma data de coleta, os embriões
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utilizados como explantes e provenientes de três genótipos apresentavam diferentes estágios de 

desenvolvimento, i.e. enquanto proembriões eram encontrados no genótipo A, embriões no 

estádio globular e torpedo estavam presentes no genótipo C e B, respectivamente (Tabela 2). A 
diferença nos estágios de maturação dos cones.femininos pode ser explicada porque a A. 

angustifolia é uma espécie nativa e não domestlcada, possivelmente, com duas ou mais 

variedadesbotânicas coabitando uma mesma região com eventos resprodutivos que apresentam 
uma amplitude os quais resultam nos diferentes estágios de densvolvimento (Reitz, 1966). 

Os diferentes estágios de desenvolvimento dos embriões foram diretamente correlacionados 
com a média de indução a embriogênese somática (Tabela 3). Em coniferas, a freqüência de 
indução in vitro pode estar associada a diversos fatores incluindo meio de cultura, fonte de 

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

Tabela 2. Estágio de desenvolvimento dos embriões zigóticos de A. angustifolia 
provenientes de três genótipos diferentes em três datas de coleta. 

Data de coleta 
1 5/12/02 04/01/03 26/01/03 

~ B 
_ 

_ 

Torpedo Pré-cotiledonar Cotiledonar 
' 

" GIóbular_ . 

“ Torpedo ^ 
V 

` 
A 

Pré-,Cotiledonar 

Genótipo 

A induçao a embriogênese somática em A. angustifolia foi observada 30 dias após o início 
do cultivo. Este processo foi caracterizado pela extrusão de um grupo de células friáveis e 

translúcidas originadas a partir do ápice meristemático do embrião zigótico apresentando 

subseqüente proliferação celular (Figura 1f). A competência embriogênica foi influenciada pelo 
estágio de desenvolvimento do explante (Tabela 3) e altas médias de indução (66,7%) foram 

observadas em embriões em estágio de desenvolvimento pré-cotiledonar. Pro-embriões e 

embriões globulares apresentaram média de indução de 13,3% e 31,3%, respectivamente. 

Embriões zigóticos em estágio de desenvolvimento cotiledonar apresentaram baixas taxas médias 
de indução e estas culturas não apresentavam competência embriogênica (Dados não 

apresentados). As médias de indução observadas no presente trabalho podem ser consideradas
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altas comparativamente aquelas observadas em outras espécies de coníferas 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. angustifo/ia (Guerra 
et al., 2000; Santos et al., 2002, Silveira et al., 2002) nos quais o embrião em estágio de 
desenvolvimento pré-cotiledonar apresentou a melhor competência para indução embriogênica, 

contudo, não diferindo estatisticamente do estágio de desenvolvimento torpedo. Estes autores 

concluíram que a competência paraindução das culturas embriogênicas é perdida após o 

desenvolvimento dos cotilédones. O requerimento restrito de explantes juvenis, freqüentemente 
de origem embriônica, indica que é dificil o redirecionamento do programa de desenvolvimento em 
coníferas para obtenção de culturas in vitro (Stasolla et al., 2003). 

O mecanismo de indução das culturas embriogênicas não está totalmente compreendido. 
De acordo com Zoglauer (2002), durante a fase de induçao, a célula cessa seu programa de 

especialização e inicia um novo programa de desenvolvimento. O programa de especialização é 

negativamente afetado pela metilação do DNA na qual as auxinas desempenham um papel 
fundamental (LoSchiavo et al., 1989). 

Tabela 3. Taxa de indução das culturas embriogênicas de 
Araucaria angustifo/ia a partir de embriões zigóticos em 
diferentes estágios de desenvolvimento. 

Estágio de Média de 
_ 

N° de dados g 1 desenvolvimento lnduçao (% )_ 
_ Pró-embrião ¬'“1ao“- ' 13,3c ' 

Globular 360 
Torpedo 1 

, 

- 540 
Pré-cotiledonar 360 

31,3 b 
52,8 a 
66,7 a 

2 Médià" ¬
_ 41,09 

c.v. (%)2
H 

32,9 
“Médias seguidas pela mesma letra não diferem significativamente entre 
si de acordo com o teste de SNK (p<0,05). 2 Dados transformados para 
log (×+2_).

' 

_ 

A fonte de carbono e os fitorreguladores suplementados ao meio de cultura influenciaram 
significativamente as taxas de indução das culturas embriogênicas (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 proliferação celular (Figura 19), especialmente quando combinado 

com 2,4-D (5pM), BAP e Kin (2uM cada). Contudo, a suplementação do meio de cultura com 

maltose (3%) mais 2,4-D (5pM), BAP e Kin (2pM cada) resultou em uma redução da proliferação 
celular, porém favorecendo o desenvolvimento de pro-embriões somáticos com morfologia bipolar 

e que apresentavam suas células reativas ao carmim acético (Figura 1d). Pró-embriões 

desenvolvidos em. meio de cultura suplementado com sacarose eram menos organizados 

demonstrando distúrbio de polaridade e a' morfologia difusa (Figura 1c). Padrões similares de 

desenvolvimento foram observados em culturas embriogênicas de Picea abíes (Filonova et al., 
2000). Em Hevea brasiliensis, o efeito da maltose na morfologia e histodiferenciação das culturas 
embriogênicas pode ser atribuído ao baixo suprimento de hexoses (Blanc, 2002). Isto sugere que 

a hidrólise lenta da maltose é o sinal bioquímico que conduz a célula à formação de embriões 

somáticos. Ao contrário, a rápida hidrolise da sacarose pode incrementar o conteúdo de hexoses 

e ,compostos de reserva direcionando a célula para uma rápida proliferação celular, a qual é 

consistente com os resultados observados no presente trabalho. Nas culturas embriogênicas de 

Aangustifolia a suplementação do meio de cultura com sacarose foi um evento associado com 
alta taxa de (multiplicação e pro-embriões desorganizados, enquanto a maltose é um possível fator 
para iniciar o desenvolvimento organizado das culturas embriogênicas. “ 

' Tabela 4. Efeito da fonte de carbono na taxa de indução de - 

culturas embriogênicas de A. angustifolia. . 

Média de ' 

Fonte de carbono (plv) N° de dados 
Indução (% ), 

` 

Sac'aroÍse'3% 720 56,6a " 

Maltose 3% 720 
_ 

35,4 b 
. 

Média-.FA 2 ' " ` _46,0 

c.v. (%)2 33,4 

1Médias seguidas pela mesma letra não diferem significativamente entre 
si de acordo com o teste de SNK (p<0,05) 2 Dados transformados para 
log (x+2). 

V

_
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Tabela 5. Taxa média de indução de culturas embriogênicas em 
A. angustifo/ia em resposta a diferentes tipos e concentrações 
de fitorreguladores. ,, 

Fitorreguladores (uM) 
Número de Média de 

. Explantes Indução (% )' 
f 

' ` " 
V- 

` 

. 4801. 7' “ 
Í' 30,02b 

2,4-D (5) + BAP (2) e Km (2) eso 4a,ô4a 
' ~_Méd¡à¬'- 

, 

1 ¬ =- *j*39,33 
c.v. (%)2 A 18,90 

1Médias seguidas pela mesma letra não diferem significativamente entre 
si de acordo com o teste de SNK (p<0,05). 2 Dados transformados para 
Iog(x+2). 

2.3.2. Morfologia celular e competência embriogênica 

Foram observados dois principais tipos celulares nas culturas embriogênicas de. A. 

angustifo/ia: Células alongadas, as quais eram altamente vacuoladas; e células isodiamétricas, 

que eram pequenas e com citoplasma' denso (Figura 2). Estas células apresentavam-se 

agrupadas em agregados celulares presentes nasculturas embriogênicas durante a multiplicação. 
Os agregadoscelulares apresentavam variação no tamanho e morfologia revelando diferentes 

afinidades aos corantes durante a análise citoquímica. As células pequenas eram reativas ao 

carmim acético apresentando coloração vermelha intenso (Figura 2a) e as células alongadas eram 

permeáveis ao corante Azul de Evans (Figura 2b). A positiva reação ao carmim acético (Durzan, 
1988) e a formação de pró-embriões somáticos com morfologia bipolar (von Arnold et al., 1996) 
são caracteristicas fortemente associadas com a competência da célula para o desenvolvimento 

completo de embriões somáticos quando submetida ao tratamento de maturação. Em nosso 
trabalho, diversos estágios de organização morfológica dos' pró-embriões foram observados 

(Figura 1h,i,j,k,l,m). __ 

Em coníferas, vários sistemas embriogênicas in vitro associam a morfologia celular à 

competência embriogênica (Egertsdotter & von Arnold, 1998). As diferenças na morfologia celular 

podem ser influenciadas por diversos fatores como a fonte de explante e composição do meio de
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cultura (Fehér et al., 2003). No presente trabalho a fonte de carbono afetou significativamente as 

taxas de indução e a organizaçãomorfológica das culturas embriogênicas de A. angustifolia 

(Figura 3). Ainda, outros estudosirelatam sobre requerimento de um certo grau de organização 
morfológica das culturas embriogênicas antes de submeter aos tratamentos de maturação como 
pré-requisito para o desenvolvimento de embriões somáticos completos (Jalonen & von Arnold, 

1991; Bozhkov et al., 2002; Stasolla et al., 2003). 

Em Picea abies, as culturas embriogênicas foram classificadas em dois grupos baseados 
na morfologia da célula (Mo et al., 1996). Células do grupo A'apresentavam um ápice embrionário 

\ . _ 

largo e formavam embriões completos em resposta aos tratamentos de maturação. Já as células 
do grupo B apresentavam ápices embrionários pequenos e estruturalmente desorganizados 

resultando na formação de poucos e ou anormais embriões somáticos. De acordo com esta 
classificação, no presente trabalho foram observados dois grupos celulares distintos, baseados na 

morfologia bem como no padrão de desenvolvimento (Figura 3). As 'culturas embriogênicas 

induzidas e mantidas em meio de cultura suplementado com maltose apresentaram morfologia 
(tipo A), na qual os pro-embriões eram formados por agregado- de células embriogênicas 

conectados a células do suspensor (Figura 2d). As culturas embriogênicas mantidas em meio de 
cultura com sacarose 'apresentavam morfologia difusa (tipo B) com distúrbio na polaridade, em 
que, os pró-embriões consistiam de um agregado de células embriogênicas circundado por 

_ 
› - ¬ 

células do suspensor (Figura 2 c). A transição do desenvolvimento das culturas pró-embriogênicas 
para embriões somáticos' globulares é um ponto critico na embriogênese somática de A. 

angustifolia e a presença de maltose no meio"de cultura é um fator determinante para esta 
transição levando a histodiferenciação e o posterior estágio de desenvolvimento dos embriões 

somáticos. ' 
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Figura 1. Embriogênese zigótica e somática em Araucan'a angustifo/ia. A) pró-embrião 
zigótico, b) embrião zigótico globular, c) embrião zigótico pré ootiledonar, d) embrião 
zigótico cotiledonar e ) embrião zigótico ootiledonar tardio, f) indução da cultura 
embriogênica a partir do ápice embrionário zigótico, g) multiplicação da cultura 
embriogènica, h) tipos celulares mais freqüentes em culturas embriogênicas na fase 
de multiplicação, i,j,k,I,m) sucessivos estágios de desenvolvimento de pró-embriões 
somáticos. (Barras a,b,c,d,e,f,g=1mm; h=12,5um; I,j,k=25um; l=5O um e m=125 um).
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Figura 2. Culturas embriogênicas de A. angustifolia submetidas à análise citoquímica com carmim 
acético e azul de Evans. a) células pequenas isodiamétricas reativas ao cannim acético, b) células 
alongadas e vacuoladas permeáveis ao corante azul de Evans, c) culturas mantidas em meio de 
cultura BM suplementado com sacarose apresentando morfologia difusa, com distúrbio da 
polaridade. O pró-embrião consiste em um agregado de células embriogênicas circundado por 
células do suspensor, d) culturas embriogênicas com morfologia bipolar induzida e mantida em 
meio de cultura suplementado com maltose. O pró-embrião é formado por um agregado de células 
embriogênicas conectado a células do suspensor, (Barras a,b = 15pm e b,c = 1mm).
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Figura 3. Diagrama dos eventos morfogenéticos associados ao protocolo de embriogênese 
somática em A. angustifolia. a, b) efeito da fonte de carbono na morfologia das culturas 
embriogênicas e histodiferenciaçâo dos embriões somátioos. 

2.3.3. Proteína, amido, ABA e matéria seca 

O conteúdo de proteína e ABA foi significativamente superior em culturas embriogênicas 
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 multiplicação 

enquanto a maltose aparece com maior freqüência na fase de maturação, sendo atribuída a esta 

última duas principais atividades: fonte de energia e ou agente osmótico (Blanc et al., 2002; 

Zoglauer et al., 2002; Stasolla & Yeung 2003; Lipavská & Konrádová, 2004). Durante a 

multiplicação a suplementação com maltose ao meio de cultura tem sido associada a mudanças 

na morfologia das culturas embriogênicas (Blanc et al., 1999). Em coniferas, a dinâmica do 
conteúdo endógeno de carboidratos durante a embriogênese è caracterizada por um alto 

conteúdo de hexoses durante a fase de multiplicação enquanto que o conteúdo de amido e
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proteína é maior nas fases de maturação, desidratação e germinação (Lipavska & Konradova, 

2004) ‹ 

- 

' '

. 

A distribuição da sacarose é mediada por duas principais enzimas: invertases e sacarose 
sintase (SUSy), seguida da subseqüente utilização das hexoses produzidas. As invertases 

desempenham um importante papel na regulação da composição de açucares e na hidrólise da 
sacarose (Tang et al., 1998) enquanto que a SuSy é correlacionada também com a síntese de 

amido (Winter & Huber, 2000). Durante a embriogênese somática de Picea mariana e Picea 
g/auca_ foi observada alta atividade da invertase acompanhada de um acúmulo de hexoses nos 
estágios pró-embrionários de desenvolvimento, enquanto que os estágios tardios eram marcados 

pela alta atividade da enzima SUSy e acúmulo de substâncias de reserva (lraqui & Tremblay, 
2001). . 

ff 

Apesar de que no presente trabalho não foi realizado o acompanhamento da atividade 

enzimática, o conteúdo de amido e proteínäs observado sugere uma relação com a atividade 
enzimática envolvida na hidrólise da maltose e sacarose. No meio de cultura com sacarose, o 

conteúdo de amido foi maior, possivelmente devido ao alto conteúdo de hexoses resultante da 

hidrólise da sacarose, que por sua vez regulam a atividade da enzima SUSy (lraqi & Tremblay, 
2001) correlacionada com a síntese de amido (Winter & Huber, 2000). Neste tratamento além da 

atividade enzimática para a síntese de amido, outra hipótese que explicaria os valores 

observados, seria a alta demanda de energia para o metabolismo durante a divisão celular, já que 

este tratamento apresentou uma 'maior multiplicação celular em relação aos tramentos 

suplementados com maltose (dados não mostrados). Em Picea mariana e Picea glauca, durante a 

multiplicação das culturas embriogênicas em meio de cultura suplementado com sacarose, foi 

observado que a alta atividade de invertases gera hexoses necessárias para o crescimento das 

culturas embriogênicas enquanto que a atividade das enzimas SuSy e da sacarose fosfato 

sintetase (SPS) esteve associada a níveis celulares estáveis de sacarose (lraqi & Tremblay, 

2001). Resultados similares também foram observados em Picea abies, em que culturas 

embriogênicas multiplicadas com sacarose apresentavam alta atividade da invertase e baixa 
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atividade da SUSy, e o conteúdo endógeno de carboidratos era caracterizado pelo alto conteúdo 

de hexoses e baixo conteúdo de sacarose (Lipavska et al., 2000; Konrádová et al., 2002). '
- 

No presente trabalho, o menor conteúdo de amido obsen/ado no meio de'cultura 

suplementado com maitose sugere que ocorreu um decréscimo na atividade das invertases 

resultando em um decréscimo na razão hexose/sacarose, ativando ai enzima SUSy responsável 

pela deposição de amido neste tratamento. A atividade de invertase pode ter sido diminuída pela 
ausência de sacarose no meio de cultura e pelo baixo conteúdo de glucose resultante da lenta 

hidrólise da maitose (Blanc et al., 2002). Contudo, outro estudo indica que asacarose por si só 

não é suficiente para promover o acúmulo de reservas na ausência de um mecanismo adicional 
que pode ser sinalizado pela presença de ABA no meio de cultura (Finkelstein & Gibson, 2001). 

Nas culturas embriogênicas suplementadas com maitose foram observados valores 

significativamente superiores de ABA comparativamente a sacarose (Tabela 6 e 7). Estudos 

moleculares indicam uma estreita relação entre a concentração- de açúcar e a biossíntese de ABA 
(Sheen & Leon, 2003). Durante o desenvolvimento da semente em legumes foi observado que a 

glicose induz a ativação de genes responsáveis pela biossíntese de ABA (Winter & Huber, 2000). 
lsto sugere que os valores de ABA observados no presente estudo tiveram sua biossíntese 
sinalizada pela presença de glucose, proveniente da hidrólise da maitose suplementada neste 

meio de cultura. Em diversas espécies durante a embriogênese o acúmulo de amido e ABA é 

também acompanhado pela síntese de proteínas (Schuller et al., 2000), o que confirma os 

resultados observados no presente trabalho. Além disso, os valores de proteína, amido e ABA 
corroboram com a análise morfológica destas culturas confirmando a relação dos componentes 
endógenoscom a organização morfológica dos pró-embriões neste tratamento. 

Os valores de matéria seca (MS) não foram influenciados significativamente pela-fonte de 

carbono, indicando que o acúmulo de amido e proteinas obsen/ado no tratamento com maitose na 

concentração utilizada neste estudo não provocaram a vacuolização celular condizente com o 

processo de diferenciação celular observados nos estágios tardios de desenvolvimento da 

semente (Bewley & Black, 1994). Possivelmente, o efeito da maitose nas culturas embriogênicas
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de A. angustífolía esteve relacionado com o estabelecimento da polaridade que é uma das 
primeiras etapas da organização morfológica dos pró-embriões somáticos. 

2.3.4. AIA 

Valores significativamente superiores no conteúdo endógeno de AIA foram observados 

em culturas embriogênicas multiplicadas em meio de cultura suplementado com 2-,4-D (5uM), BAP 

e Kin (2uM cada) (Tabela 8). Diversos estudos relatam que adição exógena de fitorreguladores ao 

meio de cultura estimula a produção endógena de hormônios (Pasternak et al., 2002; Jiménez, 

2001). Em culturas embriogênicas de cenoura foram observados resultados similares e os autores 
indicam que o aumento no conteúdo endógeno de AIA esteve relacionado à presença de 2,4-D no 

meio de cultura (Ribnicky et al., 2002; Fehér et al., 2003). 

As auxinas são conhecidas como mediadoras da transição das células somáticas para 

células embriogênicas (Jiménez, 2001). Além disso, as auxinas regulam diversos processos de* 

desenvolvimento em plantas entre elesla divisão celular (Reed, 2001). Em culturas embriogênicas 
de A. angustífolía o conteúdo endógeno de AIA foi diretamente relacionado com a multiplicação 

celular, uma vez que valores significativamente superiores de AIA foram observados quando meio 
de cultura foi suplementado com sacarose e fitorreguladores, que também resultou em maior 
multiplicação celular (Tabela 6). O conteúdo de ABA foi inversamente proporcional ao conteúdo de 
AIA. Os menoresfvalores de AIA foram obsen/ados em culturas embriogênicas multiplicadas com 
maltose, as quais também apresentaram valores significativamente superiores de ABA (Tabela 7). 

O aumento no conteúdo endógeno de AIA em diversos estudos é também associado a 

culturas celulares competentes, porém, a remoção dos reguladores exógenos é fundamental para 

o início da formação dos embriões somáticos (Li & Neumann, 1985; Sasaki et al., 1994; Jiménez & 
Bangerth, 2001; Ribnicky et al., 2002). Auxinas parecem ser essenciais na indução e multiplicação 

embriogênica, mas inibem a maturação (Neumann, 2000). Devido a isso, após a indução, as 
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culturas embriogênicas são geralmente subcultivadas para meios de cultura com redução de 
fitorreguladores ou até isento deles. 

Em A.angust¡fo/ia foram obtidas culturas embriogênicas em meio de cultura sem a 

suplementação de fitorreguladores. Apesar disso, foram observados conteúdos de AIA endógeno 
nestas culturas, porém, significativamente inferiores àqueles observados em culturas multiplicadas 
com a presença de fitorreguladores. O conteúdo endógeno de AIA observado neste tratamento 
pode ser proveniente da liberação de AIA conjugado nestas células. O AIA ocorre nos tecidos 
vegetais na forma livre (ativa) ou conjugada (inativa), embora este último não 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 ácido aspártico ou, ainda, com macromoléculas como 
as glicoproteinas e polipeptídeos (Sandberg et al., 1987). 

Tabela 6. Efeito dos tratamentos de multiplicação no conteúdo endógeno de 
AIA, ABA, proteína, amido e MS% das culturas embriogênicas de A. 
angustifo/ia. Maltose (M), sacarose (S), fitorreguladores 2,4-D (2pM), BAP e Kin 
(0.5uM cada) (2) e ausência de fitorreguladores (O). ~ 

AIA ABA Proteína Amido Tratamenw ng.g"MF ng.g'1 MF mg.g" MF mg.g" MF 
._ 

' sz 18.045' ' 

.21,õ0_'c .J 0,120. 5 
' ~*1é~76á”.r-` 3.61 H 

MS% 

so 8,545 44,235 0.135 1,425 4.42a 
5 

iviz 
~ 

~ 10.985 581,985 0,21ae'r)‹1,s2b5r5~r3.õ1z.a 
Média 15,52 49,27 0,15 1,50 3,95 

c.v.(°/0)' 1,50 
` 

2,70 1,30 2,60) Ç 3,40 r 
Médias seguidas pela mesma letra não diferem significativamente entre si de acordo com o teste de SNK (p<0,05). 1Dados transformados para log (x+2).
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Tabela 7. Efeito da fonte de carbono no conteúdo endógeno de AIA, ABA, 
proteina, amido e MS durante a multiplicação das culturas embriogênicas de A. ' 

angustifolia. 

Fonte de AIA ABA Proteína . Amido MS,,/ _ 
(ä:,;°b:;:;; 

ng.g`1 MF ng.g" MF mg.g" MF mg.g" MF 
A

° 

Sácarose 13,29 a _. 32,91 b. 
1' 

. 0,12 b' ' ' 

_ 
1,59 a 

_ 

.4,O11a1 ` 

_MaIt0Se 10,98 b 81,97 a ' 0,20 a 1,32 a 3,81 a 
Média 12,14 57,44 0,16 1,45 ' 

3,91 
c.v. (°/0)* 11,50 8,23 1,30 4,10 4,60 

Médias seguidas pela mesma _Ietra não diferem significativamente entre si de 
acordo com o teste de SNK (p<0,05). “Dados transformados para log (×+2). 

Tabela 8. Efeito da presença e ausência de fitorreguladores no conteúdo 
endógeno de AIA, ABA, proteína, amido e MS durante a multiplicação das 
culturas embriogênicas de A. angustifolia. , 

'

' 

Fitorreguladores AIA ABA Proteína Amido MSO/ 
(uM) ng.g" MF ng.g"MF mg.g"MF mg.g" MF ° 

. 

'-- 
- .8,54b- 44,23a 0,13a' A 

1,42b '4,42~.a 

2,4-D (2) + BAP 
1 A 

-1 
' ' 

(O5) e Km (05) 14,51 a 49,27 a 0,15 a 1,54 a 3,72 b
, 

' -Média 
_ 11,52 z 46,75 1. 1. 0.1.4 Ç 1.48, :4_,0.6 

c.v. (%)1 0,10' 15,73 2.60 4,90 3,20 
Médias seguidas pela mesma letra não diferem significativamente entre si de 
acordo com o teste de SNK (p<0,05). *Dados transformados para log (×+2). ' 

2.3.5. Poliaminas 

O conteúdo de poliaminas variou significativamente nas culturas embriogênicas 

provenientes dos diferentes tratamentos de multiplicação. O maior conteúdo 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 (2¡uM), BAP e Kin (O,5pM cada) (M2) apresentou 
o menor conteúdo de PAs comparativamente aos demais tratamentos. Foi observada um maior 
conteúdo de PAs livres em relação a PAs conjugadas em todos os tratamentos, sendo a Put a
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poliamina dominante tanto na forma livre quanto conjugada. O conteúdo Put foi diretamente 
relacionado à alta multiplicação celular nos tratamentos S2 e SO, comparativamente ao tratamento 

M2 com menor multiplicação celular. - 

_ 

O incremento da biossíntese de poliaminas em plantas tem sido correlacionado com 
incremento da divisão celular (Galston & Flores, 1991). Durante a embriogênese zigótica em 
diversa espécies de coníferas o conteúdo de PAs é maior durante os estágios inicias da 

embriogênese diminuindo na formação dos cotilédones (Astarita et al., 2003b; Silveira et al., 

2004a). Durante a indução de culturas embriogênicas de ,So/anum melongena foi observada 

intensa proliferação da cultura com incremento no conteúdo endógeno de PAs (Fracassini et al., 

1980; Maki et al., 1991). Em culturas embriogênicas de Pinus oocarpa e Pinus patula a Put foi 
relacionada ao estímulo da divisão celular (Feirer, 1995). Outros resultados demonstram que o 

conteúdo endógeno de PAs está associado com diferenças na capacidade embriogênica das 

culturas (Sharma & Rajam, 1995; Yadav & Rajam, 1997). Contudo, em nosso trabalho os maiores 
conteúdos foram observados em tratamentos suplementados com sacarose. - 
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Figura 4. (A) PAs Totais, (B) razão de PAs, (C) PAS Livres e (D) PAs'conjugadas das culturas 
embriogenicas'de`A. angustifo/ia nos diferentes tratamentos de multiplicação. Meio de cultura BM 
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3.1. INTRODUÇÃO 

Suspensões celulares são consideradas a forma mais apropriada para o cultivo massal de 

células vegetais (Wickremesinhe & Arteca, 1994), permitindo a redução dos custos da propagação 

clonal e a multiplicação de genótipos superiores ou ameaçados de extinção (Lipavska & 

Konrádová, 2004). Com 0 propósito de aumentar o potencial da embriogênese somática como 
sistema de propagação vegetativa é necessário o desenvolvimento de condições de' cultura 

apropriadas para manutenção e multiplicação de culturas embriogênicas em suspensões celulares 
(Lulsdorf et al., 1992). _ 

- - 

Suspensões celulares são também um sistema experimental adequado para estudos 
fisiológicos e da dinâmica de crescimento de culturas embriogênicas in vitro (Lulsdorf et al., 1992). 

Outra vantagem é o baixo grau de diferenciação celular proporcionado por este sistema e que 

geralmente não está presente na maioria dos tecidos e órgãos (Szabados et al., 1993). 

Diversos estudos mostraram um importante papel das poliaminas na proliferação celular, 
agindo em fases essenciais do desenvolvimento celular, e em resposta as condições de estresse 
biótico e abiótíco (Königshofer et al., 2002, Galston, _et al., 1997), embora ainda seus mecanismos 

de ação não estão completamente elucidados (Bouchereau et al., 1999). O crescimento das 
culturas embriogênicas em geral é associado a mudanças na síntese e mobilização de proteinas, 
carboidratos e lipídios. O conteúdo destas substâncias é modificado nas diferentes fases de 
crescimento e em função .do suprimento de energia para o crescimento celular (Nomura & 

Komamine, 1995). 

O objetivo deste trabalho foi estudar parâmetros bioquímicos e fisiológicos associados à 

dinâmica de crescimento, assim como, a síntese e o acúmulo endógeno de proteinas, amido e 

poliaminas em suspensão celulares de A. angustifolia.

I 
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3.2. MATERIAL E MÉTODOS 

3.2.1. Material vegetal 

Foram utilizadas culturas embriogênicas de A. angustífolia, induzidas e estabilizadas no 

período 2002/2003, segundo Steiner et al., (2004). As culturas foram mantidas em ciclos 

repetitivos de divisão celular, em meio de cultura BM (Gupta & Pulmann, 1991), suplementado ou 
não 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 formulação salina BM (Gupta & Pullman, 1991) 
acrescida de L-glutamina (1 g.L"), mio-inositol (1 g.L'1) e caseína hidrolisada (O,5 g.L"). Estes 

componentes foram filtroesterelizados e adicionados ao meio de cultura após a autoclavagem. 

Foram testados tratamentos, com variação para fonte de carbono maltose (3%) ou sacarose (3%) 

e para suplementação com os fitorreguladores: 2,4-D (2pM), BAP (O,5pM) e Kin (0,5uM) (Tabela 

1). 
^

' 

Tabela 1. Tratamentos utilizados no experimento de suspensões celulares de A. angustifo/ia. 

Formulaã Salina M (Gupta šzàlíñfillnmart-Í-g1 
A ,F.âuá/›.. i.'.a.._.......s._..°S 

` ll W 
d° Malmse sacarose 2,4-D~ BAl5" Km. . 

Tratamento (3%) (3%) i ÉZUMJ V <0,äHM›` <Q'5HML_ 
' SF - 

` 'X- ' 

. X ` X X 
s ^- x - - - 

MF x' - X ' x 'zx 

lvl X - - - - 

por _ - x' rx. 
CMS - - - - 

_
- 

*(x) = presença; (-) = ausência
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3.2.3. Condições de cultura in vitro 

Para cada tratamento foram inoculadoscinco frascos de_Steward, sendo quatro frascos 

simples e um frasco adaptado com tubo de centrífuga graduado. Cada frasco de Steward com 100 

mL de meio de cultura foi inoculado com culturas embriogênicas provenientes do_meio semi- 

sólido. Após a inoculação, os frascos com as culturas foram incubados no escuro em um agitador 

orbital com rotação lenta (1 rpm), a 25:2°C. 

Para avaliação da dinâmica de crescimento celular das culturas embriogênicas foram 

utilizados frascos de Steward adaptados a tubos de centrífuga graduados. Cada frasco continha 

100 mL meio líquido, com uma alíquota inicial- de 1g da cultura embriogênica em todos os 

tratamentos, obtendo-se um volume inicial de 2 mL. Avaliou-se o crescimento celular por meio de 

leituras do volume celular sedimentado de três em três dias, invertendo a posição dos frascos. 

Para a análise bioquímica foram coletadas amostras celulares a cada 15 dias 

contemplando todas as fases de crescimento das suspensões celulares. Estas foram 

armazenadas em freezer (-20°C) para as posteriores análises bioquímicas. Emcada coleta foi 

avaliado também o pH do meio de cultura.
V 

3.2.4. Determinação de proteínas e amido 

Foram utilizadas amostras de 300 mg de culturas embriogênicas de todos os tratamentos 

aos 5, 20, 35 e 50 dias de cultivo. A metodologia para extração e dosagem de proteínas e amido 

encontra-se descrita nos itens 2.2.4 e 2.2.5 do capitulo l. 
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3.2.5. Determinação de poliaminas 

_ 

Amostras de 300 mg de matéria fresca (MF) das culturas embriogênicas de todos os 

tratamentos aos 5, 20, 35 e 50 dias de cultivo foram analisadas. A metodologia para extração e 

determinação das poliaminas encontra*-se descrita no item 2.2.6 do capítulo l. 

3.2.6. Estratégia experimental e análise estatística 

O experimento foi conduzido em blocos completamente casualizados. A análise bioquímica 

foi realizada em triplicata para cada tratamento. Os dados foram representados através das 

médias e desvio padrão. r 

3.3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.3.1. Dinâmica de crescimento e pH do meio de cultura 

Suspensões celulares possuem um alto potencial para multiplicação massal de culturas 

embriogênicas de coniferas (Lulsdorf et al., 1992). A presença de fitorreguladores no meio de 

cultura afetou a dinâmica de crescimento das suspensõescelulares em A. angustifo/ia in vitro. Os 

tratamentos suplementados com sacarose (3%) ou maltose (3%) e fitorreguladores 2,4-D (2pM), 

BAP (0,5pM) e Kin (O,5pM), sendo eles SF, MF e S, apresentaram um incremento no volume 

celular sedimentado (Figura 1A), indicando aptidão para a multiplicação massal das culturas 

embriogênicas.
' 

,O tratamento com sacarose' e fitorreguladores (SF) apresentou o maior incremento, com 

volume celular sedimentado de 51_ mL após 42 dias de cultivo. Já o tratamento suplementado com 

maltose e fitorreguladores (MF) apresentou 49 mL após 54 dias de cultivo, atingindo a fase 
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estacionária 12 dias após no tratamento SF. Em G/ycine 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 estão 

relacionados' ao balanço de citocininas e auxinas presentes no meio de cultura. As citocininas 

agem diretamente no ciclo celular, provavelmente na regulação da síntese de proteínas 

envolvidas na formação e funções do fuso mitótico. Já as auxinas agem em duas rotas durante o 

crescimento celular; estimulam a acidificação da parede celular e induzem o processo de 

transcriçao seletivo, codificando proteinas associadas com o crescimento celular (George, 1993). 

Comparativamente, Silveira et al., 2004b observou a fase estacionária em suspensões celulares 

de Pinus taeda após 24 dias de cultivo. Já em A._ angustifo/ia a fase estacionária foi alcançada 

após 54 dias de cultivo (Santos, 2000). 

Culturas embriogênicas que crescem na ausência de fitorreguladores podem ser 

classificadas como habituadas. A habituação é geralmente reversível, tratando-se de um caráter 
epigenético que direciona para a autonomia hormonal (Jiménez, 2001). Culturas suplementadas 

apenas com sacarose e ausência de fitorreguladores (S) apresentaram um volume celular 

sedimentado de 40 mL, atingindo a fase estacionária aos 48 dias_de cultivo. Ao contrário, as 

culturas suplementadas com maltose e sem a de fitorreguladores (M) apresentaram apenas um 

incremento inicial do volume e posterior estabilização até o final do período de cultivo, semelhante 

ao observado nos tratamentos controle (CF e CMS) (Figura 1A). O crescimento das culturas 
suplementadas apenas com sacarose (S) possivelmente se deve ao fato de que estasculturas 

apresentaram biossíntese endógena de hormônios conduzindo à multiplicação celular, enquanto 

que naquelas culturas suplementadas com maltose isto pode ter ocorrido de maneira reduzida. 

Segundo Sheen & Leon (2003), existe uma estreita conexão entre a presença do açúcar no meio 

de cultura e a biossíntese hormonal endógena. Neste caso a sinalização para biossíntese 

endógena hormonal pode ser atribuída ao tipo de açúcar presente no meio de cultura, a sacarose. 

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

de cultura, seguiram o padrão normal para culturas embriogênicas de coníferas, com redução
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inicial seguido por um~ incremento de pH no final do período de cultivo (Figura 1B). Em 

suspensões celulares de Araucaria angustifolia (Astarita & Guerra, 2000), Picea mariana e Picea 

g/auca-engelmannii (Lulsdorf et al., 1992) também foi observado o mesmo padrão de variação de 

pH.
` 

As mudanças de pH observadas podem refletir variações do metabolismo do nitrogênio.
z 

De acordo com Find et al. (1998), as mudanças de pH do meio de cultura são resultantes da 

preferência por absorção do amônio (NH4*) ao nitrato (NO3`). Assim, a redução de pH inicial 
-‹ 

parece refletir a absorção preferencial de amônio, e o aumento de pH subseqüente poderia ser 

associado com absorção do nitrato. depois do amônio ter esgotado (Lulsdorf et al., 1992). Estes 

resultados podem ainda ser relacionados com a presença de auxina no meiolde cultura nos 

tratamentos MF e SF. Auxinas promovem o crescimento celular e induzem a secreção do íon (H+) 
através da parede celular. A exportação de prótons acelera a acidificação do meio de cultura 

(George, 1993). Contudo, a gradual acidificação do meio de cultura não afetou o crescimento 

celular. 
` 

1 

, 

- 
r 

` '

,
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Figura 1. Efeito da fonte de carbono e dos fitorreguladores suplementados ao meio de cultura 
BM (Gupta & Pullman, 1991) em suspensões celulares de A. angustifolia. (A) Dinâmica de 
crescimento (B) pH do meio de cultura. Tratamentos: SF (BM + sacarose (3%) + 2,4-D (2uM), 
BAP e Kin (O,5uM)); S (BM +Sacar0Se (3%)), MF (BM +maIt0_se (3%) + 2,4-D (2uM), BAP e Kin 
(0,5p.|V|))§ M (BM + maltose (3%))§ CF (BM + 2,4-D (2uM), BAP e Kin (0,5u|V|))§ CMS (BM).
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3.3.2. Poliaminas 

Diversos estudos têm demonstrado que a competência para a formação de embriões 

somáticos, seu desenvolvimento e conversão em plantas são afetados pelos níveis de poliaminas 

presentes nas culturas (Faure et al., 1991; Galston &. Flores, 1991). Recentes estudos indicam 

que o conteúdo endógeno de poliaminas está relacionado à capacidade embriogênica das células 

principalmente durante os estágios iniciais da embriogênese somática em So/anum melongena, 

Medicago sativa, Oryza sativa e Panax ginseng (Yadav & Rajam, 1998; Huang et al., 2001; Shoeb 

et al., 2001; Monteiro et al., 2002). - 

As culturas embriogênicas A. angustífolia apresentaram um conteúdo consideravelmente 

maior para as poliaminas Put, Spd e Spm na forma livre (Figura 2 A, B e C) quando comparado 

com estas poliaminas na forma conjugada (Figura 2 D, E,F). Dentre as poliaminas, tanto na forma 

livre, quanto na forma conjugada, o conteúdo de Put foi .maiornas culturas embriogênicas, 

seguido de valores intermediários para Spd “e inferiores para Spm (Figura 2). Resultados 

semelhantes também foram observados por Yadav & Rajam (1998), durante o cultivo in vitro de 

culturas embriogênicasde So/anum melongenà. _ 

Nas culturas embriogênicas de A. angustífolia a Put livre foi a poliamina observada em 

maiores valores principalmente nos tratamentos suplementados somente com sacarose (3%) (S) 

e também naqueles com adição da sacarose (3%) e fitorreguladores 2,4-D (2uM), BAP (O,5uM) e 

Kin (0,5uM) (SF). Os níveis e as taxas de síntese de poliaminas são muito mais altos durante a 

divisão celular do que em tecidos em senescência (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 conteúdo de Put livre observado ao final do periodo de cultivo foi 
menor do que o conteúdo de Put inicial em todos os tratamentos, indicando um possível consumo 

` 1 

desta poliamina durante *o crescimento celular ou a conversão entre poliaminas livres e 

conjugadas.
`

55



CAPITULO II 

. As poliaminas são consideradas por alguns autores como uma nova classe de hormônios 

vegetais implicando na regulação da embriogênese somática e zigótica (Bagni & Torrigiani, 1992; 

Kong et al., 1998). O papel da Put no crescimento celularnão está totalmente elucidado. De 
acordo com Feirer, (1995) a Put estimula a divisão celular em culturas embriogênicas de Pinus 
oocarpa e Pinus patula. Contudo, o crescimento de calos de Nicotiana tabacum em meio de 
cultura contendo baixos níveis de auxina apresentou um incremento significante nos níveis de Put, 
indicando que altos niveis desta estão associados com a redução do crescimento celular em meio 
de cultura com baixos níveis 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 conteúdos de Put neste tratamento tanto na forma livre como na forma 

conjugada foram elevados (Figura 2 A e D). * 

` No tratamento suplementado com maltose e fitorreguladores (MF), foi obsen/ado 

acréscimo de Put livre até o 35° dia, seguido de decréscimo até o 50° dia de-cultivo, porém com 

valores significativamente inferiores aqueles tratamentos suplementados com sacarose e que 

também apresentaram incremento celular. Alguns trabalhos têm mostrado que,as poliaminas 

interagem de alguma forma com os hormônios vegetais, sugerindo que auxinas e giberelinas 

podem induzir a síntese de poliaminas (Bagni & Serafini-Fracassini, 1985; Smith et al., 1985). Nos 

tratamento MF suplementado com maltose e fitorreguladores, o conteúdo de Put observado nas 
culturas ~ embriogênicas foi relacionado com a promoção da divisão celular destas culturas. 

Havelange et al. (1996), confirmam essa hipótese propondo que a Put em Sinapis alba possa 
estar relacionada ao estímulo da divisão celular, sendo que, em culturas celulares de Catharantus 
roseus quando a síntese de Put foi bloqueada, ocorreu uma inibição da divisão celular (Minocha 

era/., 1991).
_ 

O tratamento suplementado somente com maltose (M) apresentou ao longo do cultivo um 
padrão de variação semelhante aos tratamentos controle, sem fonte de carbono e fitorreguladores 

(CMS), e somente com fitorreguladores (CF), sendo observado um incremento nos níveis 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 la síntese de Put nestes tratamentos pode ter sido bloqueada por dois 

caminhos (i) pela ausência da fonte de carbono para a síntese de aminoácidos e subseqüente 

síntese de poliaminas, no tratamento CF e CMS; ii) desvio para produção de etileno in vitro a partir 

do mesmo precursor das poliaminas (via S-adenosil metionina). Ainda, reforçandoesta hipótese, 
foram também observadas reduções nos niveis de Spd e Spm livres nestes tratamentos, no final 
do periodo de cultivo (Figura 2 B,C). Segundo Bisbis et al. (1998), o aumento nos níveis de 

poliaminas nas culturas celulares inibe diretamente a produção do etileno por competição por 

SAM (s-adenosilmetionina), bem como pelo efeito de seqüestrar radicais livres, necessários para 
a conversão do ACC (ácido 1-carboxilico-1-aminociclopropano) em etileno. O uso do SAM pelos 
tecidos vegetais para a síntese de poliaminas ou etileno depende do tipo de tecido, estágio de 

desenvolvimento e condições de crescimento' (Kushad & Dumbroff, 1991). De maneira geral o 

estresse nas condições de cultivo é geralmente acompanhado por altos niveis de poliaminas e ou 

etileno, e em contraste, os níveis de Spm e Spd se mantém estáveis durante estas mudanças 
(Benson, 2000). 

` 
'

A 

A produção de etileno em cultura de tecidos vegetais recebeu atenção considerável como 
um possível fator de recalcitrância. A cultura de tecidos pode promover efeitos interativos 

inibitórios entre hormônios endógenos e exógenos e a recalcitrância pode estar associada com a 

alta produção e acumulação de etileno in vitro] O etileno está envolvido em muitas respostas 
morfogenéticas como promover e inibir a morfogênese in vitro. As interações do etileno com 
outros fitorreguladores é altamente complexa e é ainda pouco compreendida (Benson, 2000). 

Desta forma, os resultados obtidos no presente trabalho sugerem que o etileno poderia ter 

implicado em mecanismos que levaram ao decréscimo da proliferação celular (Kumar et al., 1997) 
nos tratamentos M, CMS e CF. " 

Apesar da Put ser importante para a manutenção da proliferação celular, a presença das 

poliaminas Spd e Spm é necessária para que ocorra a diferenciação celular de células 

especializadas em leveduras e em culturas de D. carota (Galston & Kaur-Savvhney, 1990). No
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presente trabalho, foi observado um incremento nos valores de Spd livre nas culturas 

embriogênicas ao longo do período de cultivo apenas para no tratamento MF. Entretanto, nos 

demais tratamentos com incremento celular SF e S foram observadas oscilações durante o 

período de cultivo, porém o conteúdo de Spd no final do periodo de cultivo foi inferior ao conteúdo 

de Spd observado no inicio do período de cultivo (Figura 2 B, E). Isto, provavelmente, ocorreu 

devido à redução nos níveis de Put livre nestes tratamentos. Em Panax ginseg o conteúdo de Spd 
foi indicador da capacidade embriogênica de células cultivadas em meio líquido sendo obsen/ado 

um incremento de Spd especialmente no início do período de cultivo (Monteiro et al., 2002). 

A Spm livre nas culturas embriogênicas foi observada em pequenas concentrações. O 
tratamento suplementado somentelcom sacarose (3%) apresentou a maior concentração de Spm 
livre quando comparado com os demais tratamentos. Foi observado um decréscimo de Spm livre 

ao longo do período de cultivo, exceto para o tratamento MF que apresentou pequenas 

oscilações. O tipo de açúcar suplementado ao meio de cultura influenciou o conteúdo desta 

poliaminas, sendo que os meios_d_e cultura suplementados com sacarose apresentaram os 

maiores conteúdos e também o maior incremento celular. 

Em relação as PAs conjugadas foram observados os maiores conteúdos nos tratamentos 
SF e S, ambos suplementados com sacarose. Foi observado um incremento de Spm conjugada 
no final do periodo de cultivo, principalmente naqueles tratamentos suplementados com maltose. 

A Spm age na estabilização de membrana celular e possui ação de antioxidante (Bouchereau et 
al., 1999). O conteúdo de Spm no final do período de cultivo sugere que a estabilização da 
membrana celular e atividade antioxidante de Spm tem papel fundamental na manutenção da 
integridade da célula quando o meio de cultura é esgotado. 

'

^ 

Embora o conteúdo de poliaminas conjugadas solúveis em PCA possa variar durante o 

ciclo celular, seu significado fisiológico nos vegetais ainda não é bem conhecido (Altamura et al., 

1993). Salienta-se que os primeiros estudos realizados com poliaminas não fazem menção às 

formas conjugadas (Minocha & Minocha, 1995), estudando somente poliaminas na forma livre. A 
análise das poliaminas na forma conjugada e ligada é importante para a compreensão dos
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processos de desenvolvimento vegetal (Kaur-Sawhney & Applewite, 1993), uma vez que podem 

ocorrer interconversões entre as duas formas, mantendo níveis adequados destas substâncias 

(Torrigiani et al., 1989). Alguns autores sugerem que a conjugação de poliaminas pode ser uma 

forma de regulação do “pool” de poliaminas livres na célula (Mader & Hanke, 1997; Bais & 

Ravishankar, 2002). 

O conteúdo de PAs totais e a razão [Put.(Spd+Spm)"]gvariaram entre os tratamentos 

testados nas suspensões celulares. lncremento na biossíntese de PAs totais é normalmente 

correlacionado com altas taxas de divisão e multiplicação celular (Bagni, 1996; Cvikrová et al., 

1999); O maior conteúdo de PAs totais foi obsen/ado nos tratamentos SF e S que apresentaram 

baixo conteúdo no inicio e final do cultivo, e acúmulo nas fase intermediárias de cultivo. As fases 

intermediárias correspondem à fase exponencial e linear da curva de crescimento, as quais 

apresentam intensa atividade mitótica (Ludsorf et _aI., 1992).
` 

Alto conteúdo de PAs totais tem sido relacionado com tecidos em crescimento (Yadav & 

Rajam, 1998). Também alto conteúdo de PAs induziram a atividade mitótica em bulbos dormentes 

de He/íanthús (Bagni, 1996). Assim, em culturas embriogênicas de A. angustifo/ia'o conteúdo de 

PAs totais foi associado ao maior incremento celular. A razão de poliaminas foi maior nos 

tratamentos M e CF principalmente no 20° dia de cultivo e também no tratamento S no final do 
periodo de cultivo, indicando que neste período não ocorreu à síntese da Spd e Spm. Contudo, 

em cenoura foi observado alto conteúdo de Spd e principalmente Spm na parede celular de tecido 

em divisão (Pistochi et al., 1987). ~ 
1

'
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Figura 2. Efeito da fonte de carbono e fitorreguladores suplementados ao meio de cultura BM 
(Gupta & Pullman, 1991) em suspensões celulares de A. angustífo/ia. (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 (2pM), BAP e Kin 
(0,5uM))Ç M (BM + ma|ÍOSe (3%)), CF (BM + 2,4-D (2uM), BAP e KÍl'l (0,5llM))Ç CMS (BM).
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Figura 3. Efeito da fonte de carbono e fitorreguladores suplementados ao meio de cultura BM 
(Gupta & Pullman, 1991) no conteúdo de PAs em suspensões celulares de A. angustífo/ia. (A) 
PAs totais (B) Razão [Put.(Spd+Spm)]". Tratamentos: SF (BM + sacarose (3%) + 2,4-D (2oM), BAP e Kin (0,5uM)); S ̀ (BM +sacarose (3%)), MF (BM +maltose (3%) + 2,4-D (2pM), BAP e Kin 
(O,5uM)); M (BM + maltose (3%)); CF (BM + 2,4-D (2pM), BAP e Kin (O,5uM)); CMS (BM).
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3.3.3. Proteínas e Amido 

As culturas suplementadas com sacarose (S) com adição de fitorreguladores (SF) e com 
maltose e fitorreguladores (MF) apresentaram os maiores conteúdos de amido e proteínas durante 

todo o período de cultivo (Figura 4 A e B). O conteúdo de proteínas e amido destas culturas 
podem ser relacionados coma alta atividade mitótica, já que estes tratamentos apresentaram o 

maior incremento de volume celular sedimentado. Prévios estudos relacionando a atividade 

mitótica de suspensões celulares de A. angustifolía relataram que as culturas embriogênicas em 
meio líquido apresentam uma curva de crescimento típica, constituída pela fase inicial, 

exponencial, linear e estacionária, sendo obsen/ado o maior valor de índice mitótico (12,2%) na 

fasede crescimento exponencial (Steiner et al., 1999). Segundo Neumann, (2000), a intensa 

divisão celular é associada à síntese de proteínas. Em suspensões celulares de cenoura, culturas 
embriogênicas com e~= sem supIementação"de fitorreguladores apresentaram incremento no 

conteúdo de proteínas no final fase lag e especialmente durante a fase exponencial que 

corresponde à fase de ativa divisão celular.
_ 

Em Lari›‹ /eptoeuropaea foi obsen/ado um incremento no conteúdo de proteínas nos 
primeiros dias de cultivo seguido por um decréscimo nas semanas seguintes (Gutmann et al., 
1996). O ciclo celular é acompanhado pela síntese de proteínas que são acompanhadas de 
mudanças bioquimicas e morfológicas na célula durante a atividade mitótica. No meio de cultura 

isento de fitorreguladores (S) os conteúdos de proteínas e amido foram incrementados no inicio do 

cultivo com posterior decréscimo, seguido de aumento no final do cultivo (Figura 4). Suspensões 
celulares de Pinus taeda cultivadas em meio' isento' de fitorreguladores (Silveira et al., 2004b) 

apresentaram padrões de acúmulo de amido e proteínas similares àqueles observados no 

presente trabalho. É bem estabelecido que o processo de divisão celular demanda alto conteúdo 
de carbono como suprimento de ATP necessário para o metabolismo celular (Martin et al., 2000). 
As culturas dos tratamentos M e CMS, os quais não apresentaram incremento celular (Figura 1A)
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tiveram o conteúdo de amido reduzido ao longo do periodo de cultivo, indicando o consumo de 

reservas celulares endógenas e posterior degradação celular. * 
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Figura 4. Efeito da fonte de carbono e fitorregvuladores suplementados ao meio de cultura BM 
(Gupta & Pullman, 1991) no conteúdo de proteinas e amido em suspensões 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 
(0,5`uM)); M (BM + maltose (3%)); CF (BM + 2,4-D (2uM), BAP e Kin (O,5uM))Ç CMS (BM).
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4.1. INTRODUÇAO 

O processo de maturação das culturas embriogênicas inicia com o desenvolvimento dos 
embriões .e termina com a dessecação antes da germinação. Para que ocorra completa 

maturação é necessário que tanto a maturidade morfológica quanto a fisiológica sejam 

estabelecidas. O desenvolvimento morfológico dos embriões somáticos não garante um 
satisfatório desenvolvimento pós-embriogênico sem que as condições fisiológicas sejam 

alcançadas (von Arnold, 2002).
_ 

Durante a última década, foram 'observados muitos avanços no conhecimento da 

embriogênese somática em coníferas. Entretanto, a maturação de embriões somáticos e a 

regeneração de plantas ainda são problemas para muitas espécies (Stasolla & Yeung, 2003). Nos 
últimos anos, a otimização do meio de cultura de maturação está baseada em reproduzir as 
condições que operam durante a embriogênese zigótica. Recentemente, muitos trabalhos têm 

sido conduzidos envolvendo a seleção do tipo e a concentração de fitorreguladores, 

especialmente o acido '”abscísico, e componentes relacionados ao ajustamento do potencial 

osmótico do meio de cultura (Lipavska & konrádová, 2004). 

No presente trabalho foram determinados o efeito do ABA e fontesde carbono adicionadas 
ao meio de cultura, na morfologia, multiplicação e conteúdo endogeno de proteinas, amido, AIA e 

ABA durante a maturação das culturas embriogênicas de A. angustifolia. Além disso, foram 

analisados os conteúdos de proteína e amido durante diferentesestágios do desenvolvimento do 

embrião zigótico desta espécie, visando estabelecer padrões de similaridade paraa otimização de 

meios de cultura.
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4.2. MATERiA|. E |v|ÉTooos 

4.2.1. Material vegetal

z 

Foram utilizadas culturas embriogênicas de A. angustifolia, induzidas e estabilizadas no 

periodo 2002/2003, segundo Steiner et al. (2004). As culturas foram mantidas em ciclos repetitivos 
de divisão celular, em meio de cultura BM (Gupta & Pulmann, 1991) suplementado ou não com 
2,4-D (2pM), BAP (0,5pM) e Kin (0,5pM). 

' A
' 

4.2.2. Meio de cultura 

O meio de cultura utilizado baseou-se na formulação salina BM (Gupta & Pullman, 1991) 
acrescida de PEG 4000 (7%), carvão ativado 1,5 g.L" e phytagel® (2,0 g.L'1). A'L-glutamina (1 
g.L"), mio-inositol (1 g.L'1), caseínahidrolisada (0,5 g.L")_e o ABA foram filtroesterelizados e 

adicionados ao meio de cultura após a autoclavagem. O pH do meio de cultura foi ajustado para 
5,7. Foram testados tratamentos, com variação para fonte de carbono maltoser(V`6 e 9 %) ou 

sacarose_(6 e 9%) e para suplementação com ABA (0, 150 e 200pM) (Tabela 1). ‹
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Tabela 1. Tratamentos utilizados no experimento de suspensões celulares de A. angustifo/ia. 
______ . _; 
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4.2.3. Condições de cultura in vitro 

Para cada tratamento foram inoculadas duas placas de petri contendo 20 mL de meio de 
cultura com três colônias de 500 mg de matéria fresca. Após a inoculação, os frascos com as 

culturas foram incubados no escuro com temperatura de 25:l:2°C. -Para a análise bioquímica 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 análises bioquimicas. 

4.2.4. Análise histológica e citoquimica ' 

A análise citoquimica foi realizada utilizando a dupla coloração com carmim acético e azul 
de Evans (Durzan, 1988). Para análise histológica as amostras foram fixadas em solução de 

paraformaldeído (2,5%) em tampão fosfato (0,2M) pH 7,3, na proporção de 1:1, durante 24 horas, 

à temperatura de 4 °C. Após a fixação, o material foi lavado em tampão fosfato, duas vezes, por 
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quinze minutos (Bouzon, 1993), e desidratado em uma série de soluções aquosas de. etanol em 

concentrações crescentes (30%, 50%,'70%, 90% e 100%). A 'pré-infiltração das amostras foi 

realizada, inicialmente, com uma mistura 1:1 de etanol 100% e historesina Leica®, durante 12 

horas; posteriormente o material foi infiltrado em historesina pura por 24 horas. A inclusão foi 

realizada com historesina, em cápsulas de gelatina com¿a adição de polimerizador, à _temperatura 

ambiente, por 2 -3 horas (Arnold et al., 1975). 

As amostras foram seccionadas em micrótomo (SLEE Cut 4055), com navalhas de aço. Os 

cortes com espessura de 5 um foram distendidos em temperatura ambiente, foram colocados 

diretamente nas lâminas sobre gotas de água destilada e desidratados em placa aquecedora a 37 

°C, por trinta minutos. As observações e o registro das características qualitativas foram 

realizados em microscópio Olympus BX 40, adaptado com sistema de fotomicrografia F_'M-20. 

Para observação da morfologia celular e estrutural das culturas embriogênicas foi utilizado o 

corante de azul de anilina (AA). As lâminas semipermanentes foram coradas em solução aquosa a 

0,1% 'de AA, acidificada com HCL 1N (Bouzon, 1993). . 
fz-

A 

4.2.5. Determinação dezAIA e ABA 

Amostras de 500 mg de matéria fresca (MF) das culturas embriogênicas de todos os 

tratamentos foram analisadas. A metodologia para extração e determinação do AlA e ABA 
encontra-se descrita no item 2.2.7 do capitulo l. 

4.2.6. Determinação de proteínas e amido 

Foram utilizadas amostras de 200 mg de culturas embriogênicas de todos os tratamentos. 

A metodologia para extração e dosagem de amido e proteínas encontra-se descrita no item 2.2.4 

e 2.2.5 no capitulo l.
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4.2.7. Incremento da matéria fresca (MF) e determinação da matéria seca (MS) 

O dados de multiplicação celular foram analisados por comparação entre a MF inicial de 
500 mg por colônia, e a MF ao final do período de cultivo. As culturas embriogênicas foram 

pesadas após o termino do experimento de maturação. Antes da pesagem as colôniasforam 

submetidas à análise morfológica. Os dados foram representados pela média do peso de três 

colônias de cada repetição. 

Para obtenção da MS, três amostras (200 mg de MF) de culturas embriogênicas de cada 

tratamento de multiplicação foram mantidas a 70 °C, durante 72 horas. Os dados de MS foram 
expressos em porcentagem da MF inicial utilizando a equação MS%= (MS/MF)*100. 

4.2.8. Estratégia experimental e análise estatistica 

O experimento foi conduzido em blocos completamente casualizados. A análise bioquímica 
foi realizada em duplicata para cada tratamento. -Os dados estão representados através das 

médias e desvio padrão. Para o conteúdo de AIA e ABA os dados foram submetidos à análise de 
variância (ANOVA) e posteriormente ao teste de separação de médias SNK (SOKAL e ROHLF, 

1995) com auxílio do programa Statgraphics® 7.0. “ 

4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO 

4.3.1. Proteínas e amido durante a embriogênese zigótica 

O objetivo de estudar o desenvolvimento do embrião zigótico foi obter referências do 

acúmulo de proteinas e amido durante o desenvolvimento para promover a embriogênese 

somática baseado no grau de similaridade entre os dois processos. Os conteúdos de proteina e 

amido apresentaram 0 mesmo padrão de variação durante os diferentes estágios de
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desenvolvimento dos embriões zigóticos de A. angustifo/ia. Foram observados. os menores 

conteúdos de proteinas e amido nos estágios iniciais do desenvolvimento com posterior 

incremento até o estágiowmaduro (Figura 1). Segundo von Arnold (2002), o inicio da embriogênese 

é caracterizado por intensa atividade mitótica e o final pelo processo de diferenciação e acúmulo 

de substâncias de reserva. ~ 

No presente trabalho, o conteúdo de proteinas foi maior nos estágios cotiledonar e maduro 

com 0,71 e 1,59 mg.g'“MF, respectivamente. O incremento de proteinas foi acompanhado pelo 
incremento de amido com 3,59 mg.g'1 MF no estágio cotiledonar e 10,77 mg.g`1 MF no estágio 
maduro (Figura 1). Variações no conteúdo de amido e proteínas correlacionados aos diferentes 

estágios de desenvolvimento podem constituir marcadores que caracterizam as diferentes fases 

embriogênicas. A análise comparativa durante a embriogênese zigótica e somática de Persea 
americana (MilI.) revelou que durante as fases iniciais da embriogênese o conteúdo de hexoses foi 

alto declinando com o avanço no desenvolvimento. Já os conteúdos de sacarose e amido 
apresentavam o padrão de acúmulo oposto, com baixo conteúdo no inicio do desenvolvimento e 

progressivo incremento durante a maturação do embrião. Assim, estes autores caracterizaram a 

fase de maturação nesta espécie como a transição da alta- razão hexose/sacarose para a baixa 
razão hexose/sacarose. Ainda, foi obsen/ado o acúmulo do conteúdo de proteína durante a 

maturação representando 83% do conteúdo de proteínas totais (Sánchez-Romero et_aI., 2002). 

Assim, o acúmulo de proteínas ocorre de maneira seqüencial e especifica e pode ser um indicador 
referêncial do desenvolvimento do embrião (Pullman et al., 2003).
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Figura 1. Teores de proteínas (A) e amido (B) nos diferentes estágios de desenvolvimento 
embrião zigótico de A. angustifolia. 1- pró-embrião; 2- globular; 3- pré-cotiledonar; 4- cotiledonar; 
5-maduro. Os dados estão representados pela média e desvio padrão. . 

4.3.2. Desenvolvimento dos embriões somáticos 

Culturas embriogênicas de A. angustifolia originadas em meio de cultura indutivo 

suplementado ou não com 2,4-D (2uM), BAP e Kin (O,5uM) foram responsivas aos tratamentosde 
maturação (Figura 3a). Aos 60 dias de' cultivo ,foram observadas diferenças sign_ificativas na 

morfologia das culturas embriogênicas-em diferentes tratamentos de maturação (Figura 2). 

A concentração e o tipo da fonte de carbono, assim como as concentrações de ABA 
influenciaram significativamente o desenvolvimento dos embriões somáticos em A. angustifolia.
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meio de germinação foi observada a gradativa necrose dos tecidos sem queos posteriores 

estágios de desenvolvimento fossem obsen/ados. 

Existem muitos fatores envolvidos na maturação de embriões somáticos, como potencial 

osmótico do meio de cultura, presença de ABA, fonte de carbono e reguladores de crescimento 

(Jain & lshii, 1998). Nogard (1997) relatou a superioridade da maltose sobre a sacarose como 

fonte de carbono na maturação de embriões somáticos em Abies normandía, que segundo Blanc 
(2002), deve-se ao metabolismo envolvido na hidrólise da maltose comparativamente as demais 

fontes de carbono. Em culturas embriogênicas de Hevea brasiliensis a maltose, comparativamente 
aos demais açúcares, estimulou a formação de embriões somáticos (Blanc et al.,' 1999; Blanc et 

al., 2002). .

' 

Além disso, a combinação de maltose e PEG também promoveram a progressão para 
estágios tardios da embriogênese em Pinus taeda (Li et al., 1998) ei Pinus pinaster 

(Ramarosandratana et al., 2001). O PEG provoca estresse na célula comiconseqüente perda de 
água (Svobodová et al., 1999). O estresse osmótico induzido pelo PEG in vitro é o que mais se 
aproxima do estresse obsen/ado nas células do embrião durante o desenvolvimento da semente 

em condições naturais (Rains, 1989). Isto porque o PEG é constituido de moléculas grandes, que 
não atravessam a parede celular aumentando o potencial osmótico do melo de cultura (von 

Arnold, 2002; Stasolla et al., 2003). Find (1997), observou que este composto provocou redução 

no tamanho e no espaço intercelular dos embriões somáticos de Picea abies. 

Alguns estudos propõem que carboidratos suplementados ao melo de cultura podem ativar 

múltiplas rotas incluindo a histodiferenciação dos embriões somáticos por meio da regulação 

direta da expressão gênica (von Arnold, 1995; Lipavska et al., 2000). Outros autores (Finkelstein 

& Gibson, 2001; Sheen & Leon, 2003) sugeriram que alguns açucares podem ativar rotas 

metabólicas de síntese de ABA, contudo esta rota pode ser inibida pela síntese de etileno 

(Gazzarrini & McCourt, 2001). A suplementação do meio de cultura de maturação com ABA foi 
relatada para várias espécies de coníferas incluindo os gêneros Picea, Larix e Pinus (Stassola &
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múltiplas rotas incluindo a histodiferenciação dos embriões somáticos por meio da regulação 

direta da expressão gênica (von Arnold, 1995; Lipavska et al., 2000). Outros autores (Finkelstein 

& Gibson, 2001; Sheen & Leon, 2003) sugeriram que alguns açucares' podem ativar rotas 

metabólicas de síntese de ABA, contudo esta rota pode ser inibida pela síntese de etileno 

(Gazzarrini & McCourt, 2001). A suplementação do meio de cultura de maturação com ABA foi 
relatada para várias espécies de coniferas incluindo os gêneros Picea, Larix e Pinus (Stassola &
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Young, 2003). Alguns autores propõem que o suprimento exógeno de ABA restringe a proliferação 
dos tecidos e inicia o crescimento do embrião através da biossíntese de nucleotídeos (Ashihara et 

al., 2001). 

Os estágios iniciais da embriogênese somática são cruciais para que as demais etapas do 

desenvolvimento sejam estabelecidas.-Em Picea abies, o processo de transição das culturas 

embriogênicas com diferentes graus de organização morfológica para embriões completos 

apresentou diferenças no número e a qualidade dos embriões somáticos formados (Filonova et
w 

al., 2000). Contudo, no presente trabalho observou-se o desenvolvimento de embriões somáticos 

a partir de culturas embriogênicas com diferentes graus de organização morfológica. Observou-se 

também que a' suplementação do meio de cultura com maltose foi fundamental para a 

reorganização morfológica e histodiferenciação das culturas 
_, 
embriogênicas. Além disso, a 

combinação da maltose' e ABA conduziram_as células embriogênicas competentes ao 

desenvolvimento de embriões somáticos cotiledonares. "
' 
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Figura 2. Efeito dos diferentes tratamentos de maturação nas culturas embriogênicas de A. angustifolia. a) 
cultura embriogênica em meio de cultura com sacarose (9%) e ABA (150uM) com aspecto granular e 
embriões somáticos com a superfície rugosa; b) cultura embriogênica em meio de cultura com maltose 
(9%) e ABA (150uM); c,d) embriões somáticos globulares na superfície da cultura embriogênica; e,f) 
embriões somáticos globulares, torpedo e cotiledonares na superflcie da cultura embriogênica; Q) embrião 
somático cotiledonar; h) embrião somático com cotilédones clorofilados em meio de cultura BM (Gupta & 
Pullman, 1991) suplementado com carvão ativado 1,5 g.L'1_ (Barras =1mm).

75



CAPITULO 11/ 

Figura 3. Análise citoquímica e histológica durante a maturação das culturas embnogênicas A. 
angustifolia. a) padrão morfológico da cultura embriogênica antes de ser submetida aos 
tratamentos de maturação b) embriões somáticos na superficie da cultura embriogênica em meio 
de cultura com maltose (9%) e ABA (150pM); c,d) embriões somáticos globulares na superficie 
da cultura embriogênica reativos ao cannim acético; e) embriões somáticos globulares na 
superfície da cultura embriogênica evidenciando a formação da protoderme. (Barras a,b=1mm; 
c=125um; d=50u; e e=25 pm).
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4.3.3. Incremento da Matétia Fresca (MF) e Matéria seca (MS) 

Durante o estágio de maturação, os embriões somáticos sofrem várias mudanças- 

morfológicas e bioquimicas (von Arnold, 2002). Quando os embriões são submetidos a este 

processo, a proliferação celular diminui, iniciando-se o processo de diferenciação e acúmulo de 

materiais de reserva como açúcares, proteínas e lipídios (Stassola & Yeung, 2003). 

No presente trabalho, independente da concentração de ABA utilizada a concentração da 
fonte de carbono influenciou diretamente o incremento da Ml: das culturas embriogênicas. A 
suplementação do meio de cultura com sacarose (6%) ou maltose (6%) promoveu uma maior 
multiplicação celular e um menor acúmulo de matéria seca. Ao contrário, aqueles tratamentos 
suplementados com sacarose (9%) ou maltose (9%), apresentaram uma redução da proliferação 
das culturas um maior incremento de matéria seca (Figura 4). 

A redução do crescimento em experimentos de maturação é uma característica associada 
à formação de embriões somáticos. Isto porque ocorre uma redução na proliferação celular e o 

processo de diferenciação é iniciado. Isto foi confirmado com o incremento no conteúdo de MS 
observado principalmente nos tratamentos suplementados com sacarose (9%) ou maltose (9%), 
os quais apresentavam os maiores graus de diferenciação. Tem sido apontado que a 

diferenciação é acompanhada pelo acúmulo de substâncias de reserva que são de vital 

importância para suprir as necessidades do embrião durante a germinação 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 embriogênicas de 
A. angustífolia submetidas aos diferentes tratamentos de maturação. Os dados estão 

representados pela média e desvio padrão. 

4.3.4. Proteínas e amido 

Os maiores conteúdos de proteínas foram observados quando o meio de cultura foi 

supiementado com maitose (9%), independente da concentração de ABA. Nas culturas 

provenientes do meio de cultura isento de fitorreguladores o conteúdo de proteinas foi maior 

quando o meio de cultura foi supiementado com maitose (9%) e ABA (0 e 150 uM) (Figura 5A). 

Contudo, naquelas culturas provenientes do meio de cultura supiementado com fitorreguladores, 

os maiores conteúdos de proteína foram observados no meio de cultura supiementado com
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maltose (9%) e ABA (200uM) (Figura 5C). Apesar do conteúdo de proteínas ser similar nestes 

três tratamentos, o tratamento que apresentou as melhores respostas morfogënicas foi aquele 

constituído por maltose (9%) e ABA (150 uM), no qual embriões somáticos cotiledonares foram 

observados. 

Em relação ao conteúdo de amido foram observados os maiores valores em resposta aos 

meios de cultura suplementados com maltose e sacarose (9%) comparativamente aos valores 

obsen/ados em resposta à concentração de 6% (Figura 5B,D). Culturas proveniente dos meios de 

cultura isentos de fitorreguladores apresentaram conteúdos de amido similares, em resposta aos 

meios de cultura suplementados com maltose (9%) ou sacarose (9%) combinados com ABA (150 

e 200pM). lraqui & Tremblay (2001), trabalhando com_P¡cea mariana e Picea glauca observaram 

um incremento de amido superior em meio de cultura suplementados com sacarose em relação 

aos meios de cultura suplementados diretamente com frutose ou glucose. Estes autores 

concluíram que, comparativamente à glucose e à frutose a adição de sacarose no meio de cultura 

é rapidamente hidrolisada e convertida em amido, conforme observado também no presente 

trabalho. Apesar disso, a suplementação do meio de cultura com sacarose (9%) não promoveu a 

síntese de proteínas. Isto pode estar relacionado à ausência de embriões somáticos em estágios 

tardios de desenvolvimento em resposta a estes tratamentos. 

Em Picea abies, durante o desenvolvimento de embriões somáticos, foi observado o 

acúmulo paralelo de amido e proteinas nos estágios tardios de desenvolvimento (Lipasvská et al., 

2000) sendo este padrão similar aquele observado nos embriões zigóticos desta espécie 

(Gosslová et al., 2001:). De acordo com Cyr et al. (1987), o conteúdo de proteínas dos pró- 

embriões e embriões em estágio globular é similar. A transição do estágio globular para torpedo é 

completada com a polarização do embrião e a diferenciação do procâmbio; já a transição do 

estágio torpedo para embrião maduro é acompanhada de intensivo crescimento, incremento no 

tamanho das células e formação dos elementos vasculares (Cyr et al., 1987). Em cenoura, o 

conteúdo de proteinas no estágio torpedo foi duas vezes superior aos valores observados no
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estágio globular e o padrão de proteínas solúveis foi associado ao incremento no conteúdo de 

amido das células (Zee & Wu, 1979). 

Para embriões somáticos de coníferas, substâncias de reserva como lipídios e proteínas 

desempenham um importante papel durante o desenvolvimento e, a sua síntese e acúmulo pode 

ser dependente do genótipo, assim como, das condições de cultivo (Lipasvská & Konrádová, 

2004). No presente trabalho, a combinação da maltose (9%) com o ABA (150) foi específica para 

o desenvolvimento dos embriões somáticos e altos conteúdos de amido e proteínas foram 

observados paralelamente (Figura 5A). 

O metabolismo da maltose é o sinal bioquímico que pode levar a célula à formação de 

embrioes somáticos (Blanc 2002). A lenta hidrólise da maltose seria responsável pela queda no 

conteúdo de açúcar na célula sinalizando para a síntese de proteínas. lsto explicaria os resultados 

observados no presente trabalho. Além disso, segundo Yu et al. (1991), um dos efeitos 

conhecidos do baixo conteúdo de hexoses é a síntese de alfa-amilase e o estimulodo catabollsmo 

de amido, o qual parece ser um pré-requisito para a formação de órgãos e o desenvolvimento de 

embriões somáticos (Wurtele et al., 1988). Os carboidratos fornecem os esqueletos carbônicos 

necessários para a biossintese de proteínas (Weber et al., 1997), deixando claro a conexão 

existente entre metabolismo de carboidratos e síntese de proteínas. Sugerem-se a existência de 

genes chaves envolvidos na distribuição do carbono para a síntese de proteínas e amido (Motto et 

al., 1997).
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Figura 5. Efeito dos diferentes tratamentos de maturação no conteúdo endógeno de 
proteínas e amido em culturas embriogênicas de A. angustifolia provenientes de dois 

tratamentos de multiplicação. (A, B) Proteínas e Amido nas culturas embriogênicas 
provenientes do meio de cultura isento de fitorreguladores; (C,D) Proteínas e Amido nas 
culturas embriogênicas provenientes do meio de cultura suplementado com 2,4-D (2pM), BAP 
e Kin (O,5pM). Os dados estão representados pela média e desvio padrão.
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4.3.5. AIA E ABA 

O conteúdo endógeno de AIA e ABA foi analisado somente nas culturas suplementadas 
com maltose e sacarose (9%) combinada com ABA (0, 150 e 200 uM), as quais fenotipicamente 

apresentaram as melhores respostas morfogênicas. O conteúdo endógeno de AIA e ABA foi 
influenciado significativamente pelos diferentes tratamentos de maturação (Tabela 2). A 
suplementação exógena de ABA ao meio de cultura promoveu um incremento do conteúdo 

endógeno de ABA, e o maior conteúdo de AIA 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 que comparado ao 

embrião somático o desenvolvimento da semente apresentava altos conteúdos endógenos de 

ABA. A principal diferença era atribuída à presença do megagametófito na semente, a qual era a 

maior fonte de ABA para o desenvolvimento dos embriões zigóticos (Kong et al., 1999). Assim, o 

suprimento exógeno de ABA para o desenvolvimento normal do embrião deve levar em conta a 

espécie elou genótipo. ' 

O processo de maturação de embriões somáticos em coníferas em geral é estimulado pela 
presença de ABA, ao qual é atribuída a inibição da clivagem poliembrionária, permitindo então a 

individualização do embrião, posterior desenvolvimento e maturação (Gupta et al., 1993). Também 

é atribuído a este fitorregulador a regulação da síntese e deposição desubstâncias de reserva 

(Dodeman et al., 1997) controle da' expansão celular (Gutmann et al., 1996) e biossíntese de 

triacilgliceróis (Tautorus et al., 1991). 
'

.
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Tabela 2. Efeito dos tratamentos de maturação no conteúdo endógeno de AIA e ABA 
das culturas embriogênicas de A. angustifolia 

Tratamentos Hormônios 
Sacarose Maltose ABA(l1|V|) - 'AIA ABA 
(9% P/v) (9°/‹› P/V) 0 150 

`1 ` 

200 nas MF pg.g 1 MF 
X

X 

A X 

, __
_ 

X X 

X _ 

_ 

X _

X
X 

X
X 

86,60 
43,70 
74,18 

274,85 
25,44 
164,36

b 
cb
b
a
c

a 

0,16 c _' 

0,18 c 

143,51 .b 
203,38 a 
181,81» g 
199,69 a 

- 

A 

Média 
C.V. (%)1 

111,52 
9,30 

121,50 - 

2,80 
(X) presnça; (-) ausência. Médias seguidas pela mesma letra não diferem 
significativamente entre si de acordo com o teste SNK (p<0,05). *Dados 
transformados para log (x+2). 

Tabela 3. Efeito da suplementação de ABA no conteúdo* 
endógeno de AIA e ABA durante a maturação das culturas 

embriogênicas de A. angustifolia. 
A ABA (pM) AIA ng.g" MF ABA pg.g" MF 

.` O A 

1 _65,15_b 
' 

0,17 b. . 

150 174,52 a 173,44 a 
zoo - ~'__,94,9oab v 

V 

19o,75,a
' 

Média 111,52 
A 

121,50 
C.V. (%)1 . 18,40- 

A 

4,03 
Médias seguidas pela mesma letra não diferem significativamente 
entre si de acordo com o teste SNK (p<0,05). 1Dados 

_ 

transformados para log (x+2).
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Tabela 4. Efeito da suplementação de sacarose e maltose (9%) 
no conteúdo endógeno de AIA e ABA durante a maturação das 
culturas embriogênicas de A. angustifo/ia

_ 

Fome de eerbene A|A ng.g" MF ABA pg.g" MF 
`V~Sacarose(9%) ' " ' 

f6_2,7 b " 
' f108,49_ a' ” 

Maltese (9%) 160,97 a 134,42 e 
Média . 1'1'1'_,52 f¡121.5o._ -~

_ 

~ C.V. (%)“ 17,40 4,35 
Médias seguidas pela mesma letra não diferem significativamente 

. entre si de acordo com o teste SNK (p<0,05). 1Dados 
transformados para log (x+2). 

Tabela 5. Efeito da presença de fitorreguladores durante a 
multiplicação no conteúdo endógeno de AIA e ABA durante a 
maturação das culturas embriogênicas de A. angustifolia. 

origem A|A ng.g'l MF ABA pg.g" MF 
V 

. 

-' I - 
~ 'l3l,07.-a 

_. 
_' 

A 

-113,63 .a __ 

2pM 2,4-D +0,5uM 
de BAPeKin 91,98 a 129,28 a 

Média 
_ 

. ].111,52- 121,50. 
` 

C.V. (%)° 19,80 58,70 
Médias seguidas pela mesma letra não diferem 
significativamente entre si de acordo como teste SNK' 
(p.<0,05). 'Dados transformados para log (x+2). 

Analisando separadamente os efeitos da adição de ABA (tabela 3), fonte de carbono 

(Tabela 4) e origem da cultura (Tabela 5) observou-se que estas substâncias apresentaram efeito 

significativo no conteúdo endógeno de AIA e ABA. Maior conteúdo de ABA e AlA.foi observado 
em culturas embriogênicas suplementadas com maltose comparativamente aquelas 

suplementadas com sacarose (Tabela 4). A suplementação de ABA (150 |.1M) ao meio de cultura 
promoveu acúmulo significativo de AIA endógeno. Já o conteúdo endógeno de A_BA apresentou 

uma menor variação, porém foi observado que no meio de cultura isento da adição exógena de 
ABA conteúdos endógenos de ABA foram observados (Tabela 3). León _ & Sheen (2003), 

sugeriram que a biossintese de ABA pode ser estimulada pelo metabolismo de açucares durante
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0 desenvolvimento de embriões de Arabidopsis. Em coníferas, o ABA foi o principal regulador de 
. , _ 

crescimento, contudo, para muitas espécies a resposta de maturação foi otimizada combinando 

ABA com suplementos osmóticos como o PEG (Attree et al.,1991; Etienne et al., 1993) e ou 

elevadas concentrações de açucares (Roberts et al.,1990). ` `
A 

Em A. angustifolia embriões somáticos pré-cotiledonares foram-obtidos em meio de cultura 
suplementados com PEG e Maltose (9%) na ausência de ABA (Santos et al., 2002). Contudo, no 
presente trabalho,_a suplementação do meio de cultura com PEG (7%) maltose (9%) e ABA (150 
uM) permitiu a formação de embriões somáticos cotiledonares, porém em baixa freqüência. Neste 
caso o ABA permitiu a progressão dos embriões somáticos para io estágio cotiledonar de 

desenvolvimento. Os altos valores endógenos de AIA observados nestas culturas podem ser um 
fator limitante para o normal desenvolvimento dos embriões em estágios posteriores. 

Adicionalmente mesmo aquelas culturas embriogênicas multiplicadas em meio de cultura isento 
de fitorreguladores não apresentaram um conteúdo significativamente menor de AIA (Tabela 6). 

As auxinas são essenciais para a indução docrescimento embriogênico, porém, podem 
inibir o processo de maturação (Neumann, 2000). Valores elevados no conteúdo de AlA foram 
observados em estágios iniciais da embriogênese de D. carota (Ribnicky et al., 2002) e A. 

angustifolia (Astarita et al., 2003a). O transporte polar de auxinas é importante para formação 
inicial dos embriões somáticos que é também um período em que ocorre uma intensa divisão 
celular. As células ricas em citoplasma em divisão celular resultam em intensiva síntese de 

proteínas (Nomura & Komamine, 1995; Grieb et al., 1997), resultando na polarização das' células 
embriogênicas competentes (Halperin & Jensen, 1967). Porém, os estágios tardios da 

embriogênese somática em D. carota foram inibidos pela presença de 2,4-D no meio de cultura. A 
maturação dos embriões ocorreu quando os embriões foram removidos para o meio de cultura 

livre de auxinas (Fujimura & Komamine, 1979). 1 

Segundo Fehérfet al. (2003), em muitos casos o processo de desdiferenciação é ativado 
por algum tipo de estresse no meio de cultura no qual as auxinas estão incluídas. Assim as 

auxinas estariam associadas à capacidade embriogênica das culturas. Este autor também sugere
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que a resposta morfogênica de células competentes à suplementação exógena de ABA só é 

observado quando o conteúdo endógeno de AIA é alto. Isto foi verificado em cenoura, quando 
embriões somáticos foram induzidos pela aplicação exógena de ABA somente quando a fonte de 
explante utilizada eram plântulas contendo ápices meristemáticos, que eram a principal fonte de 

auxinas (Nishiwaki et al., 2000). 4

- 

No presente trabalho a suplementação exógena de ABA (150 pM) combinado com maltose 
(9%), PEG (7%) resultou nos maiores conteúdos de AlA e ABA permitindo o desenvolvimento de 
embriões somáticos. Aparentemente, nestas culturas, a combinação de ABA (150 pM), maltose 
(9%) e PEG (7%) suplementadas ao meio de cultura ativou a síntese endógena de AIA, 

favorecendo o desenvolvimento de embriões somáticos cotiledonares.` 
u

_
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CAPITULO IV 

EFEITO DAS POLIÃMINAS EXÓGENAS DURANTE A MULTIPLICAÇÃO DE CULTURAS 
` EMBRIOGÊNICAS DE Araucaria angustifolia



CAPITULO IV 

5.1. INTRODUÇÃO 

- . Poliaminas (PAs) são um importante e interessante grupo de moléculas ,de baixo peso 

molecular presente nas células vegetais (Bais & Ravishankar, 2002). Elas têm sido associadas a 

vários processos celulares, tais como a divisão celular, síntese de proteínas, replicaçãode DNA e 

respostas a estresses abióticos (van Broesk et al., 1994). PAs existem na forma livre e conjugada 

(Evans & Malmberg, 1989). Têm sido sugerido que as poliaminas são um tipo de regulador de 
crescimento ou mensageiro hormonal secundário (Galston, 1983). 

Durante a embriogênese, as poliaminas estão envolvidas em vários processos 

morfogenéticos (Cvikrová et al., 1999). O conteúdo endógeno de poliaminas é relacionado com a 

capacidade embriogênica das culturas em diversas espécies (Yadav & Rajam, 1998; Bais & 
Ravishankar, 2002). A adição de .poliaminas ao meio de cultura é relacionada com o 

aperfeiçoamento dos protocolos de embriogênese somática (Kevers et al., 2000). A aplicação 
exógena têm sido um método simples para elevar o conteúdo de PAs, porém, o efeito exógeno 
das poliaminas não é o mesmo para as diferentes espécies (Takeda et al., 2002). 

No presente trabalho avaliou-se o efeito da aplicação exógena de poliaminas na 

multiplicação celular e conteúdo endógeno de proteinas, amido, AIA, ABA e PAs em culturas 
embriogênicas de A. angustifolia. -
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5.2. |v|ATER|A|. E MÉTo|:›os 
._ 

5.2.1. Material vegetal 

Foram utilizadas culturas embriogênicas de A. angustifolia, induzidas e estabilizadas no 

período 2002/2003, segundo Steiner et al. (2004). As culturas foram mantidas em ciclos repetitivos 
de divisão celular, em meio de cultura BM (Gupta & Pulmann, 1991) suplementados ou não com 
2,4-D (2uM), BAP (O,5uM) e Kin (0,5uM). ' 

V ' 0- 

5.2.2. Meio de cultura 

O meio de cultura utilizado baseou-se na formulação salina BM (Gupta & Pullman, 1991) 
acrescida de L-glutamina (1 g.L'1), mio-inositol (1 g.L'1), caseína hidrolisada (0,5 g.L") os quais 

foram filtroesterelizados e adicionados ao meio de cultura após a autoclavagem. O pH do meio de 
cultura foi ajustado para 5,7 antes da adição de phytageI® (2,0 g.L'1). Foram testados tratamentos 

com variação de poliaminas e fitorreguladores. Foram adicionadas Put (0,01, 0,1 e 1mM), Spd 

(0,01, 0,1 ev1mM) e Spm (0,01, 0,1 e 1mM) combinadas ao meio de cultura suplementado com 
2,4-D (2uM), BAP (0,5uM) e Kin (0,5uM) denominado BM2 e ao meio de cultura isento de 

fitorreguladores denominado BMO.
4 

5.2.3. Condições de cultura in vitro 

Para cada .tratamento foram inoculadas três placas de petri contendo 20 mL de meio de 
cultura com três colônias de 500 mg de matéria fresca. Após a inoculação as culturas foram 

incubadas no escuro com temperatura de 25:l:2°C. Para a análise bioquímica foram coletadas
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amostras celulares de todos os tratamentos no final do período de cultivo aos 30 dias. Estas foram 

armazenadas em freezer (-20°C) para as posteriores análises. 

5.2.4. lncremento da matéria fresca (MF) e determinação da matéria seca (MS) 

O dados de multiplicação» celular foram analisados por comparação entre a MF inicial de 
500 mg por colônia, e a MF ao final do periodo de cultivo. As culturas embriogênicas foram 

pesadas após o término do experimento de multiplicação aos 30 dias. Os dados foram 

representados pela média do peso da três colônias de cada repetição.
` 

Para obtenção da MS, três amostras (200 mg de MF) de culturas embriogênicas de cada 

tratamento de multiplicação foram mantidas a 70 °C durante 72 horas. Os dados de MS foram 
- z 

expressos em porcentagem da MF inicial utilizando a equação MS%= (MS/MF)*100. 

5.2.5. Determinação *de proteínas e amido 

Foram utilizadas amostras de 200 mg de culturas embriogênicas de todos os tratamentos. 

A metodologia para extração e dosagem de amido e proteínas está descrita detalhadamente no 

item 2.2.4 e 2.2.5 no capitulo I.
' 

5.2.6. Determinação de A|Á e ABA 

Amostras de 500 mg de matéria fresca (MF) das culturas embriogênicas de todos os 

tratamentos foram analisadas. A metodologia para extração e determinação de AIA e ABA 
encontra-se descrita no item 2.2.7 do capitulo I.
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5.2.7. Determinação de poliaminas 

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

determinação das poliaminas encontra-se descrita no item 2.2.6 do capitulo I. 

_ - ‹ 

5.2.8. \Estratégia experimental e análise estatistica
L 

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

através das médias e desvio padrão. - 

5.3. REsu|_TADos E D|scussÃo ' 

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

O incremento de MF das culturas embriogênicas de A. angustifolia foi observado na 

presença 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 ausência 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 relaçao ao tratamento controle. ' 

Resultados similares também foram observados em 'protoplastos de aveia onde a 

aplicação de Put, Spd e Spm estimuloua síntese de DNA; A Put foi a poliamina mais efetiva na 
multiplicação celular, contudo não foi observada uma relação direta entre dose e resposta (Wu & 

Kuniyuki,_ 1997). Feirer et al. (1984), relaclonouaadição de Put com a restauração do potencial
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›\ 

embriogênico em culturas embriogênicas de cenoura nadfase de multiplicação. Em nosso trabalho 
a adição de Put ao meio de cultura manteve a friabilidade e o aspecto translúcido das culturas, 

evidenciando a manutenção das características embriogênicas destas células. ' 

Em Pinus sylvestris foi observado um decréscimo do conteúdo de água em culturas 
embriogênicas na presença de Put e Spd (Laukkanen & Sarjala, 1997). Em nosso trabalho, o 

conteúdo de MS apresentou maior incremento quando a Spd e Spm foram adicionadas ao meio 
de cultura independente da combinação com outros fitorreguladores' (Figura 1B). Na ausência de 
outros fitorreguladores (BMO)- a suplementação de Spm (0,1 mM) no meio de cultura foi o único 
tratamento que promoveu acúmulo de MS em relação ao tratamento controle. Já, quando as 

poliaminas foram combinadas com outros fitorreguladores (BM2) no meio de cultura o conteúdo 

de MS oscilou, porém foi observado sempre um incremento em relação ao tratamento controle 
(Figura 1B). Em geral, o incremento no conteúdo de MS encontra-se relacionado com a 

diferenciação celular, em que ocorre a vacuolização das células e deposição de.substâncias de 
reserva (Bewley & Black, 1994). Em nosso trabalho, a adição exógena da Spm e Spd ocasionou 
uma maior deposição de substâncias de reserva (Figura 1B) que sugere o maior acúmulo de MS.
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Figura 1. Efeito da adição de PAs e outros fitorreguladores ao meio de cultura BM (Gupta & 
Pullman, 1991) no incremento de MF e MS das culturas embriogênicas de A. angustifo/ia. (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 padrão. 

~¬
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5.3.2. Proteínas e Amido 

_ 
A combinação de outros fitorreguladores (BM2) e Spm (0,1mM) promoveu o maior acúmulo 

endógeno de proteínas e amido (Figura 2AB). Em relação ao tratamento controle foi observado 
também um incremento de proteinas na combinação de BM2 com Put (1mM) e Spd (0,1mM) 
(Figura 2A). Na- ausência de outros fitorreguladores, as poiiaminas promoveram a biossintese de 

proteínas somente 'em resposta a Spd (0,1_mM). Nos demais tratamentos foram observados 

decréscimos no conteúdo de proteínas em relação ao tratamento controle. O incremento no 
conteúdo de amido foi obsen/ado especialmente na presença de Spm (0,01 e 0,1 mM) combinado 
com outros fitorreguladores (BM2) (Figura 2B). .

u 

Em culturas embriogênicas de cenoura a adição de Spm (0',3 mM) promoveu a supressão 
de proteínas extracelulares (Takeda et al., 2002), o que foi atribuído a um declínio na fluidez da 

,_ 

membrana, já que a Spm é um «composto policatiônico que pode ligar-se aos fosfoiipidios da 
membrana plasmática (Tassoni et al., 1996) diminuindo a fluidez (Roberts et al., 1986). Apesar de 

que em nosso estudo não foi avaliado o conteúdo de proteínas extracelulares, o aumento no 
conteúdo endógeno de proteinas foi observado. 

'

_ 

_- Durante a maturação de culturas embriogênicas de Picea glauca x Picea engelmannii o 

conteúdo de Put e Spd foi aumentado, assim como a síntese de proteinas (Amarasinghe et al., 

1996). Como mencionado anteriormente, a aplicação de poiiaminas exógenas, especialmente a 

Spd e Spm rfeflete na rigidez e estabilização da membrana celular (Roberts et al., 1986) e na 

inibição da síntese de etileno (Grime et al., 1986), as quais podem ser características importantes 

para posteriores etapas da embriogênese.~Em Panax ginseg o pré-tratamento de culturas 

embriogênicas com Spd promoveu o incremento no número de embriões somáticos formados 

durante o experimento de maturação (Kevers et al., 2000). No presente estudo, também a síntese 

de proteínas e amido foi promovida por estas duas PAS, sugerindo que a adição destas ao meio 

de cultura pode ser importante durante a multiplicação, melhorando, assim, a condição fisiológica 

e bioquímica das culturas antes de serem submetidas aos tratamentos de maturação.
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Figura 2. Efeito da adição de PAs e outros fitorreguladores ao meio de cultura BM (Gupta & 
Pullman, 1991) no conteúdo endógeno de proteínas e amido das culturas embriogênicas de A. 
angustifolia. (A) Proteínas; (B) amido. 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 padrão.

. 

5.3.3.1AIA e ABA 

A adição de poliaminas ao meio de cultura sem suplementação de outros fitorreguladores 

(BMO) promoveu um acúmulo endógeno de AIA, comparativamente ao meio de cultura 

suplementado com outros fitorreguladores (BM2) (Figura 3A). As poliaminas podem substituir em
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- 

parte as respostas das auxinas, sugerindo que as mesmas podem ser mediadoras das respostas 

hormonais (Bagni et al., 1978). Em tubérculos dormentes de He/ianthus tuberosus, o baixo 
conteúdo endógeno de poliaminas foi relacionado com a limitação do crescimento e a aplicação 

exógena de auxinas (2,4-D), ativou a síntese de poliaminas e o crescimento (Bagni et al., 1978). 

Em arroz, o AIA estimulou a elongação dos cotilédones acompanhado do acúmulo de Put (Lee & 

Lin, 1996). 
`

. 

Para A. angustifolia, a adição de poliaminas nas culturas embriogênicas isentas de 

fitorreguladores (BMO) pode ser uma estratégia interessante para que ocorra o acúmulo endógeno 

de AIA, sem submeter à cultura aos efeitos do 2,4-D. Isto porque, o 2,4-D também promove a 

síntese endógena de AIA que é correlacionado positivamente com a capacidade embriogênica da 

cultura. Contudo, durante a maturação, os efeitos residuais de 2,4-'D podem inibir o 

desenvolvimento normal do embrião (Neumann, 2000). Assim, no presente trabalho, a 

substituição do 2,4-D pela suplementação com poliaminas poderia aumentar a capacidade das 

I 

A . 
` 

.- cu turas embriogenicas em responder aos tratamentos de maturaçao.
_ 

_ A biossíntese endógena de ABA foi estimulada gradativamente pela adição de Put e Spd, 
sendo observada uma relação direta entre a concentração destas PAs exógenas el a biossíntese 

de ABA. Ao contrário, foi observado que o aumento da concentração de Spm no meio de cultura 

foi inversamente proporcional ao acúmulo de ABA (Figura 3B). Segundo Gaspar et al. (1996), o 

metabolismo hormonal 'opera de maneira integrada com o metabolismo primário. E,/m Panax 

ginseg a aplicação exógena de poliaminas combinada com auxinas incrementou a indução das 

culturas embriogênicas e o número deéembriões somáticos produzidos. Entre as poliaminas 

testadas, a Spd apresentou o melhor efeito (Kevers et al., 2000). No presente trabalho, o 

incremento* no conteúdo endógeno de ABA foi promovido pela adição exógena de PAs, 

especialmente a Spd. 
`

_ 

~ 

. Estes resultados sugerem que a suplementação de poliaminas durante a maturação nesta 

espécie pode ser promissora, considerando que em A.angustifoI¡a a formação de embriões 
somáticos cotiledonares foi acompanhada pelo acumulo endógeno de ABA e AIA (Capitulo lll).
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Figura 3. Efeito da adição de PAs e outros fitorreguladores ao meio de cultura BM (Gupta & 
Pullman, 1991) no conteúdo endógeno de AIA e ABA das culturas embriogênicas 'de A. 

angustifo/ía. (A) AIA; (B) ABA.-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 padrão. ` 0
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5.3.4. Poliaminas 1 

._ 

De maneira geral, no presente estudo as culturas embriogênicas cultivadas em meio de 
cultura contendo outros fitorreguladores (BM2) apresentaram maiores conteúdos de poliaminas 

livres (Figura 4C) e conjugadas (Figura 4D) quando comparadas com as poliaminaslivres (Figura 

4A) e conjugadas (Figura 4B) das culturas embriogênicas cultivadas em meio de cultura isento de 
outrosçfitorregiuladores (BMO). Independentemente da suplementação de outros fitorreguladores 

ao meio de cultura as culturas embriogênicas suplementadas com Putapresentaram incremento 

celular de Put,' porém não um incremento de SPd e Spm (Figura 4AC). Isto indica que o 

suprimento exógeno de Put não foi convertido para Spd e Spm (Kumar & Thorpe, 1989), indicando 
a ausência das enzimas envolvidas na conversão de Put em Spd e Spm (Bastola & Minocha, 
1995). Em culturas embriogênicas de So/anum melongena a adição ao meio de cultura de 

inibidores da síntese de Put resultou em uma redução endógena do conteúdo de Put sem 
modificar o conteúdo de Spd e Spm (Yadav & Rajam, 1998). Estes autores sugerem que esta 
pode ser uma estratégia interessante para a regulação do ”pool" endógeno de poliaminas para 

algumas espécies, especialmente nos estágios tardios da embriogênese. 

A aplicação exógena de poliaminas têm sido um método simples para elevar o conteúdo 
de PAs, o que é positivamente correlacionado com a capacidade de regeneração de diversas 

espécies vegetais. Porém, o efeito exógeno das poliaminas não está totalmente elucidado e 

aparentemente não é o mesmo para as diferentes espécies (Takeda et al., 2002). Em culturas 
embriogênicas de Oryza sativa o conteúdo endógeno de poliaminas livres, comparativamente ao 

conteúdo de poliaminas conjugadas, foi proporcional ao potencial da cultura para regenerar 

plantas (Hausman et_aI., 1997). No entanto, a conjugação de poliaminas pode ser uma forma de 
1. . 

' " 

regulação do “pool” de poliamina livre na célula. Entretanto, o significado fisiológico das 

poliaminas conjugadas ainda não é bem conhecido (Mader & Hanke, 1997).' Vários estudos têm 

demonstrado a correlação entre o incremento do conteúdo de,poliaminas e a divisão celular, ao
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contrário, a queda de poliaminas é observada durante a redução da atividade mitótica (Bais & 

Ravishankar, 2002). ' 
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Figura 4. Efeito da adição de PAs e outros fitorreguladores ao meio de cultura BM (Gupta & 
Pullman, 1991) no conteúdo endógeno de PAs das culturas embriogênicas de A. angustifo/ia. 

(A,B) PAs Livres das culturas embriogênicas em meio de cultura isento de outros fitorreguladores; 
(C,D) PAs Conjugadas nas culturas embriogênicas em meio de cultura suplementado com 2,4-D 
(2uM), BAP e Kin (0,5uM). Os dados estão representados pela médiaøe desvio padrão.
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De maneira geral, neste estudo o conteúdo endógeno de poliaminas totais foi maior nas 

culturas embriogênicas cultivas em meio de cultura suplementado com outros fitorreguladores 

(BM2). Na ausência de outros fitorreguladores o conteúdo de PAs totais foi maior em relação ao 

tratamento controle somente quando o meio foi suplementado com Put e Spd (1mM) (Figura 5A). 

Alguns trabalhos têm mostrado que as poliaminas-interagem de alguma forma com os hormônios 

vegetais, sugerindo-se que auxinas e giberelinas podem induzir a síntese de poliaminas (Bagni & 

Serafini-Fracassini, 1985; Smith et al., 1985). A biossíntese de poliaminas é provavelmente um 

dos' primeiros eventos metabólicos promovidos pela ativação-com 2,4-D (Serafini-Fracassini, 

1991. A Spd e Spm se originam a partir da Put, pela adição de grupos aminopropil (Antognoni et 

al., 1998). No presente trabalho, a presença de outros fitorreguladores no meio de cultura pode ter 

estimulado a síntese e o acúmulo de poliaminas promovendo o acúmulo de PAs totais no meio de 

cultura contendo este fitorregulador (BM2).
' 

A razão de poliaminas apresentou padrões diferentes daqueles observados para as PAs 

totais indicando que nem sempre o acúmulo de Put foi maior em relação à Spd e Spm. A maior 

razão de PAs foi observada nos tratamentos suplementados com Put, indicando que quando estas 

foram suplementadas ao meio de cultura ocorreu um incremento no conteúdo endógeno de Put. 

Do mesmo modo, a menor razão de PAs obsen/ada nos tratamentos com adição de Spd e Spm 

se deve a incorporação destas poliaminas resultando em um incremento endógeno (Figura 5B). 

Em relação ao tratamento controle, a razão 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 multiplicação 

.celular (Figura 1A). Assim, considerando estes resultados pode-se inferir no presente trabalho que 

altas razões de poliaminas podem ser correlacionadas com incremento celular, enquanto que a 

baixa razão de poliaminas é correlacionada com o acúmulo de MS. 
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Figura 5. Efeito ,da adição de PAS e outros fitorreguladores ao meio de cultura BM (Gupta & 

Pullman, 1991) no conteúdo endógeno de PAs das culturas embriogênicas de A. angustifolia. (A)
1 PAs totais; (B) Put*(Spm+Spd)` . BMO (meio de cultura isento de outros fitorreguladores); (BM2 

meio de cultura suplementado com, 2,4-D (2›r_rM), BAP e Kin (O,5uM). Os dados estão 

representados pela média e desvio padrão. 
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coNcLusÓEs E PERSPECTIVAS 

V No presente estudo foram obtidos resultados inéditos sobre a embriogênese somática de 

A. angustifolia. Aspectos relevantes do metabolismo durante a fase de indução, multiplicação e 

maturação foram identificados e elucidados. Foram também caracterizadas as diferentes etapas 

morfogenéticas das culturas embriogênicas durante a embriogênese somática. Os tratamentos de 

maturação utilizados permitiram o desenvolvimento de embriões somáticos cotiledonares e a 

análise do metabolismo endógeno indicou algumas alternativas para o estabelecimento de 

protocolo completo de embriogênese.somática para esta espécie. 

No capítulo I “Indução e multiplicação de culturas embriogênicas de A. angustifo/ia" relatou- 

se a obtenção de altas taxas de indução e multiplicação das culturas embriogênicas em meio de 
cultura suplementado e isento de fitorreguladores. Além disso, foi possível a indução de 

culturas embriogênicas em meio de cultura suplementado com maltose, o que até este 
momento não tinha sido obtido para esta espécie. Foi observado que esta fonte de carbono 

tem efeito fundamental na organização morfológica das culturas embriogênicas, 

favorecendo a formação de pró-embriões bipolares que, segundo diversos autores estão 

aptos ao processo de maturação (Blanc, 2002; Bozhkov et al., 2002). Apesar disso, a 

multiplicação neste meio de cultura ainda é mais lenta do que em meio de cultura com sacarose. 
J

_ 

Os resultados do capítulo IV indicam uma alternativa que será comentada adiante. 

_ 

Na análise do metabolismo endógeno foi observado que o conteúdo. endógeno de AIA é 

incrementado quando as culturas embriogênicas são cultivadas em meio de cultura contendo 2,4- 

D, principalmente, no meio de cultura suplementado com sacarose. Ao contrário disso, a maltose 

inibiu a síntese endógena de AIA mesmo com a adição de 2,4-D. Alguns autores sugerem que o 

conteúdo endógeno de AIA está relacionado à capacidade embriogênica da cultura e é essencial 

durante o desenvolvimento inicial dos embriões somáticos (Jimenez, 2001; áFehér et al., 2003). 

Assim, é necessário que em culturas embriogênicas suplementadas com maltose, as quais 

apresentam morfologia bipolar, tenham o conteúdo endógeno de AIA elevado pela aplicação 

exógena, ou através de um mediador hormonal, função sugerida para as poliaminas (Bais et al., 

2002) e confirmada pelos resultados apresentados no Capítulo IV. 
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As poliaminas foram observadas em concentrações significativamente superiores em 

culturas embriogênicas suplementadas com sacarose comparativamente a maltose, indicando a 

relação direta do conteúdo, endógeno de poliaminas com multiplicação celular das culturas 

embriogênicas de A. angustifolia.
A 

O conteúdo endógeno de proteínas destas culturas também foi superiorçem meio de 

cultura suplementado com maltose comparativamente a sacarose, indicando uma melhor 

condição das culturas para estágios posteriores da embriogênese. Contudo, as culturas 

embriogênicas suplementadas com sacarose também parecem estar aptas ao processo de 

maturação (capítulo Ill). 
` 

- 

` *
_ 

_ 
A adição de maltose ao meio de cultura promoveu a síntese endógena de ABA com 

conteúdos significativamente superiores aqueles observados em cultura embriogênicas 

provenientes do meio de cultura suplementado com sacarose. Apesar de que o ABA não é 

comumente suplementado aosmeios de cultura nesta etapa da embriogênese em coníferas a 

síntese endógena pode promover a melhor qualidade das culturas submetidas aos tratamentos de 

maturação. No presente trabalho foram obtidos resultados inéditos para coníferas, relacionando o 

metabolismo do carbono e a síntese endógena de ABA. Até o momento, os dados de literatura 

levantam estarhipótese somente em estudos realizados em angiospermas (Nambara & Marion- 

Poll, 2003). Os resultados aqui obtidos sugerem que a adição de maltose ao meio de cultura 

é uma das bases do metabolismo que leva a síntese de ABA e a organização dos pró- 
embriões somáticos de A. angustifolia. .. 

Alternativamente, estas culturas poderiam ser submetidas a tratamentos com balanço 

entre maltose e sacarose uma vez que o metabolismo hormonal está interligado com o 

catabolismo dos carboidratos' (Finkelstein & Gibson, 2001), assim como com a formação de 

embriões somáticos em coníferas (lraqui 8, Tremblay, 2001; Stasolla & Yeung, 2003). 

No capítulo ll “Dinâmica de crescimento e aspectos fisiológicos e bioquímicos de 

suspensões celulares embriogenéticas de A. angustifoI¡a", foram determinados meios de cultura 
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aptos à multiplicação massal das culturas embriogênicas de A. angustifolia. ,Foi possível a 

multiplicação das culturas em meio suplementado com maltose ou sacarose. ‹ 

V 

Os meios de cultura suplementados com sacarose apresentaram multiplicação celular na 

presença e ausência de fitorreguladores. Contudo, aqueles meios de cultura suplementados com 

maltose só apresentaram multiplicação celular com suplementação exógena de fitorreguladores. 
›. 

Possivelmente isto se deve ao decréscimo da síntese endógena de AIA, como comentado no 

capítulo anterior (capítulo l). No capitulo I, a maltose inibiu a síntese endógena de AIA chegando a 

apresentar valores similares aos tratamentos isentos de fitorreguladores. E, provavelmente, isto 

também ocorreu nas culturas embriogênicas em suspensões celulares. Isto sugere que a maltose 

(3%) por si só tem efeito inibitório ao acúmulo endógeno' de AIA livre. b 

De maneira geral o conteúdo endógeno de poliaminas, especialmente na forma livre, foi 

maior nos tratamentos suplementados com sacarose comparativamente ao tratamento com 

maltose. Pode-se concluir que o crescimento celular das culturas embriogênicas de A. 

angustifolia em suspensões celulares está associado a um incremento no conteúdo 

endógeno 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 síntese de proteínas e amido condizente com a demanda 

de energia para o processo de multiplicação celular. 

No capitulo lll “Parâmetros bioquímicos e fisiológicos durante a embriogênese zigótica e 

maturação de culturas embriogênicas .de A. angustifolia”, foram determinadas as condições de 

cultivo para obtenção de embriões somáticos em estágio de desenvolvimento cotiledonar. Foram 

ainda determinados parâmetros do metabolismo endógeno dos embriões somáticos 

comparativamente aos embriões zigóticos desta espécie. 

Algumas especificidades de condições de cultivo promoveram o desenvolvimento dos 

embriões cotiledonares. Maltose (9%), ABA (150uM) e PEG(7%) promoveram o maior acúmulo de 
t. 

proteínas, amido, ABA e AIA endógeno, a histodiferenciação e o desenvolvimento dos embriões 
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somáticos. Ao contrário, quando a maltose foi substituída pela sacarose não foi obsen/ada a 

síntese de proteínas e o conteúdo de AIA endógeno foi significativamente inferior. No presente 

trabalho, o acúmulo endógeno de AIA e proteínas pareceu ser determinante para a progressão 

dos embriões somáticos à estágios tardios do desenvolvimento. Foi sugerido que as rotas de 

transporte de auxinas durante a embriogênese são responsáveis pelo normal estabelecimento da 

polaridade do embrião nos estágios. iniciais do desenvolvimento. Este mesmo autor sugere 

também que o efluxo polar e a produção local de auxina são responsáveis pela formação do eixo 

apical basal do embrião e da planta adulta (Friml et al., 2003). '- 

No presente estudo, pode-se inferir que a combinação de PEG (7%), Maltose (9%) e ABA 
(150 uM) suplementados ao meio de cultura de maturação promoveram o acúmulo endógeno de 

AIA.. No capitulo I, foi observado que, quando as culturas foram multiplicadas somente com 

maltose (3%), sem a presença de ABA e PEG, a síntese endógena significativamente superior de 

AIA 'não foi observada. Além disso, os tratamentos de maturação que combinaram a 

suplementação de PEG (7%) e maltose (9%) na ausência de ABA não apresentaram valores 
significativamente superiores de AIA e também nãoapresentaram a formação de embriões 

somáticos. Conclui-se que a suplementação do meio de cultura com ABA ativa a síntese 
endógena de|AIA permitindo o desenvolvimento dos embriões somáticos. 

' Resultados similares também foram observados por Thomas et al. '(2002), em que a 

imunolocalização de AIA endógeno em embriões zigóticos de girassol antes, durante e depois da 

indução à embriogênese, indicou que o conteúdo de auxinas endógenas pode ser um dos 

primeiros sinais que conduzem a embriogênese somática. Nesta mesma espécie, o conteúdo 

endógeno de AIA também foi influenciado pela aplicação exógena de ABA, que resultou na 

formação de embriões somáticos em meio de cultura suplementado com alta concentração de 

sacarose, sendo que na ausência destes componentes, somente ocorreu o crescimento 

desorganizado da cultura (Charriére et al., 1999). 

Ao analisar comparativamente o padrão de acúmulo de proteinas e amido durante o 

desenvolvimento do embrião zigótico e em resposta ao melhor tratamento de maturação foi 
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observado que, apesar dos embriões somáticos apresentarem acúmulo de proteínas, estes 

valores' ainda são inferiores aqueles observados nas fases tardias do embrião zigótico. Isto sugere 

que o meio de cultura de maturação seja suplementado com componentes que permitam este 

acúmulo e alguns dos quais foram identificados no presente trabalho, como por exemplo, as 

poliaminas, avaliadas no capitulo IV. Ainda, a identificação dos tipos de proteínas ativados 

por cada um dos componentes do meio de cultura, comparativamente às proteínas 

expressas no embrião zigótico, poderia ser uma importante estratégiapara regular a 

qualidade do desenvolvimento dos -embriões somáticos, assim como, 'otimizar os 

componentes do meio de cultura de maturação. 

No capítulo IV “Efeito das poliaminas exógenas durante a multiplicação de culturas 

embriogênicas de A. angustifolia” foram observados efeitos significativos das diferentes 

poliaminas._A put foi relacionada 'à 'multiplicação celular das culturas enquanto que a Spd e 

Spm foram relacionadas ao incremento .de MS e síntese endógena de substâncias de 

reserva. Ainda a Spd e Spm influenciaram no acúmulo do conteúdo endógeno de ABA e 

AIA respectivamente (Figura 1). Isto sugere que estas poliaminas estão relacionadas a 

mudanças metabólicas endógenas que, combinadas a outros fatores, podem implicar no 

desenvolvimento morfológico das culturas. A partir destes resultados, novos trabalhos 

com suplementação do meio de cultura de maturação com poliaminas, especialmente Spd 

e Spm, podem promover o desenvolvimento completo dos embriões somáticos de A. 

angustifo/ia. 
_, 

Uma das hipóteses sugeridas no presente trabalho é que a ativação simultânea das rotas 

de acúmulo endógeno de AIA, ABA e síntese de proteínas conduz a mudanças morfológicas 

durante o desenvolvimento. Esta ativação possivelmente regula a adaptação celular causando 

reprogramação genética, metabólica e fisiológica a qual resulta na competência embriogênica e a 

formação de embriões somáticos cotiledonares em A. angustifo/ia. 
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Figura 1. Resumo esquemático dos eventos morfogenéticos e= fisiológicos durante a 
embriogênese zigótica e somática de A. angustifo/ia. As setas e suas intensidades de coloraçao 
indicam flutuações dos teores endógenos de proteína, amido, AIA, ABA, Poliaminas (PAs) 
matéria fresca (MF) e matéria seca (MS); (*›)Setas menores indicam a influencia da poliamma 
especifica para cada componente endógeno; ( --) Não realizado.
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