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RESUMO

O pinheiro-brasileiro (Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze) é uma
conifera nativa do Brasil dominante na Floresta Ombroéfila Mista,
ecossistema do bioma Mata Atlantica. Como resultado da intensa
exploracdo e a fragmentacdo desse ecossistema, seus remanescentes
florestais sdo estimados em 12,6% da sua area original. Em consequéncia
essa Atualmente, a espécie foi catalogada na Lista Oficial de Espécie
Brasileiras Ameagadas de Extincéo e encontra-se na Red List da IUCN
em “perigo critico” com sua populagdo em declinio. Neste contexto, A.
angustifolia vem sendo alvo de estudos que deem suporte sua
conservagdo e seus uso sustentavel. A compreensdo dos aspectos
morfoldgicos, ultraestruturas e fisiologicos que regulam as fases de
desenvolvimento das suas sementes recalcitrantessao cruciais para definir
estratégias apropriadas de conservacdo. O presente trabalho buscou
caracterizar o desenvolvimento embriondrio das sementes de A.
angustifolia, abrangendo as etapas que ocorrem entre a pré-fertilizagéo e
a embriogénese tardia, incluindo os pardmetros morfolégicos,
ultraestruturas e bioguimicos. O evento da polinizagdo ocorreu entre 0s
meses de agosto a outubro do primeiro ano do ciclo reprodutivo, € no més
seguinte, a célula mae do megasporo foi observada. No megagametdfito,
entre dezembro e julho a fase de nicleo livre ocorreu ao longo desse
periodo poucas mudancas no desenvolvimento foram observadas. Cerca
de um ano ap6s a polinizagdo a arquegbnia amadureceu e a fertilizagéo
aconteceu. Nos meses de novembro a julho do segundo ano do ciclo
reprodutivo, o embrido se desenvolveu passando pelos estagios pro-
embriogenico, embriogénese inicial, embriogénese tardia. O perfil de
carboidratos e o acUmulo de dehidrinas em fases especificas do
desenvolvimento embrionario também foram estudados. O contetdo de
frutose e glicose foi elevado nos estagios iniciais de desenvolvimento,
enquanto a sacarose estava presente em niveis baixos. Na medida em que
embrido se diferenciou, durante a embriogénese tardia, a relacdo
sacarose:hexose aumentou e a maltose que estava ausente nos estagios
iniciais, passou a ser detectada. A analise de western blot ndo detectou a
presenca de dehidrinas durante a embriogénese inicial. As dehidrinas
foram identificadas durante a embriogenése tardia em extratos
termosensives dos eixos e cotilédones e termoestaveis somente nos eixos
dos embrides zigoticos de A. angustifolia. Os resultados ampliam o
conhecimento sobre o desenvolvimento reprodutivo de A. angustifolia, e
sobre aspectos fisiologicos que regulam a embriogénese zigdtica,



fornecendo subsidio para o aprofundamento em estudos evolutivos e
biotecnoldgicos visando a sua conservacao e seu uso sustentavel.

Palavras-chaves: Conifera, sementes, pré-fertilizacdo, embriogénese,
dehidrinas, carboidratos.



RESUMO EXPANDIDO

Introducao

A familia Araucariaceae compreende trinta espécies distribuidas em trés
géneros Agathis, Araucaria e Wollemia. O género Araucaria possui
dezoito espécies distribuidas na América do Sul, Nova Caleddnia, Nova
Guineé, Australia e Nova Zelandia. O pinheiro brasileiro (Araucaria
angustifolia (Bertol.) Kuntze), concentra-se no Sul e Sudeste do Brasil,
com pequenas manchas no noroeste da Argentina e no Paraguai. E uma
espécie de conifera nativa do Brasil dominante na Floresta Ombréfila
Mista, ecossistema do bioma Mata Atlantica. Como resultado da intensa
exploracdo e a fragmentagdo desse ecossistema, seus remanescentes
florestais sdo estimados em 12,6% da sua area original. Em consequéncia
a espécie foi catalogada na Lista Oficial de Espécie Brasileiras
Ameacadas de Extingdo e encontra-se na Red List da IUCN em “perigo
critico” com sua populagdo em declinio. Neste contexto, A. angustifolia
vem sendo alvo de estudos que ddo suporte sua conservagao € seus Uuso
sustentavel. O pinheiro brasileiro é considerado uma espécie didica e as
plantas masculinas ou femininas adultas produzem microestrobilo e
megaestrobilo, respectivamente, que sdo estruturas reprodutivas. Em
particular, pouco se sabe sobre a biologia celular do ciclo reprodutivo da
A. angustifolia. A literatura disponivel sobre biologia sexual reprodutiva
do género Araucaria é antiga, e alguns aspectos nunca foram descritos ou
ilustrados. A maior parte dos estudos nesse contexto, investigou aspectos
fisioldgicos do desenvolvimento do embrido zigotico de A. angustifolia.
No entanto, poucos estudos relataram as altera¢Ges celulares que ocorrem
durante a fertilizacdo até a formacdo do embrido zigoético de A.
angustifolia no estagio avancado de desenvolvimento. A compreensao
dos aspectos morfolGgicos, aliados aos perfis bioquimicos, como
carboidratos e proteinas LEA - do tipo dehidrinas, durante o
desenvolvimento embrionario, elucida a funcdo e a importancia desses
compostos em especial na tolerancia a dessecacdo das sementes. Esses
estudos sdo relevantes para ampliar o conhecimento dos aspectos
fisioldgicos que regulam a embriogénese zigotica, e o desenvolvimento
das sementes, as quais sdo classificadas como recalcitrantes. Sendo assim,
o compilado dos resultados deste estudo, fornece elementos que regulam
as fases de desenvolvimento das sementes do pinheiro brasileiro em
estagios especificos, o que é crucial para definir estratégias apropriadas
de conservacao.



Objetivo

Estudar e caracterizar aspectos morfo-anatdmicos, o perfil de
carboidratos e 0 acimulo de dehidrinas ao longo do desenvolvimento dos
embrides zigdticos de Araucaria angustifolia, visando gerar subsidios
para a conservacao das sementes desta espécie.

Metodologia

Material vegetal: megastrobilo do primeiro e do segundo ano do ciclo
reprodutivo, foram coletados mensalmente de agosto de 2011 a julho de
2013. Escalas férteis foram selecionadas, e os 6vulos e embries foram
retirados para as diferentes técnicas de microscopia e analises
bioguimicas. Analises morfologicas foram realizadas por meio de dupla
coloracdo com azul de Evans e Acetocarmina. Microscopia de luz os
megagametofitos foram fixados em paraformaldeido e tampéo fosfato,
desidratadas em série crescente de solugdes de etanol e infiltradas com
historesina, as sec¢Ges foram coradas com PAS, TB-O e CBB.
Microscopia confocal os pro-embriofes foram tratados com DAPI e IP.
Microscdpia eletronica de transmissao os pré-embrides foram fixados em
paraformaldeido, glutaraldeido e tampdo cacodilato de sédio, tratados
com tetroxido de 6smio e desidratadas em uma série de acetona graduada
e entdo incorporadas a resina de Spurr. Para analise de carboidratos
sollveis as amostras foram maceradas em solugdo de extracdo e
centrifugados e reextraidos, foram identificados e quantificadas usando
HPLC. Para o ensaio de Western Blot proteinas foram extraidas e
divididas em duas fraces termossensiveis e termoestaveis. As proteinas
foram resolvidas por SDS-PAGE 17,5% e transferidas para uma
membrana de nitrocelulose. As massas moleculares de proteina foram
calculadas por meio das ferramentas de analise MW do software Image
Lab versdo 6.0.1. Andlise estatistica: analise de variancia com dois fatores
fixos cruzados, foram realizados, seguido do Student-Newman-Keuls, no
software estatistico "R".

Resultados e Discusséo

O evento da polinizacdo ocorreu entre 0s meses de agosto a outubro no
primeiro ano do ciclo reprodutivo, e no més seguinte iniciou a formacao
do megagametofito, onde foi observado o nucelo com a célula mée do
megasporo rodeada pelas células esporogénicas, e a formagdo de uma
cavidade com nucleos livres. A fase de ntcleo livre durou cerca de seis
meses, ja que no momento da polinizacdo as arquegbnias ndo se
encontravam diferenciadas. Cerca de 12 meses ap6s a polinizacdo os



nacleos livres ja apresentavam parede celular e estavam organizados
formando um tecido homogéneo composto por células protaliais que
preenchiam a cavidade. Ap6s 13 meses da polinizacdo foi observado a
formacdo de seis arquegdnias. Neste trabalho foi observado que a
fertilizacdo ocorreu um ano apds a polinizagdo, ou seja, em outubro do
segundo ano do ciclo reprodutivo. Apés a fecundagdo, em novembro,
aproximadamente quatorze a quinze meses ap6s a polinizacdo foi
observado a presenga de poliembriGes com suas células caracteristicas,
sendo essas, células de capa, embrionarias e do suspensor. Na sequéncia
do desenvolvimento, ocorreu a regressdo dos embrides subordinados e
apenas o embrido dominante permaneceu na semente matura. O
proembrido se desenvolveu, sendo assim, suas células suspensoras
sofreram um alongamento, enquanto as células de capa colapsaram, e
células embriogénicas deram origem a uma massa embriogénica, assim,
originou-se 0 embrido no estagio inicial de desenvolvimento. A transi¢do
do embrido inicial para o embrido tardio foi marcada pela diferenciagéo
celular onde foi observado a protoderme, cértex e procambio. Durante a
embriogénese avancada, a diferenciagdo dos meristemas e apicais
caulinar e radicular foi evidente. Entre os processos bioquimicos que ao
longo da embriogénese zigGtica proteinas e carboidratos estdo envolvidos
no metabolismo basal e energético, sendo essenciais no desenvolvimento
das sementes. A analise de carboidratos realizada durante todos os
estagios especificos do desenvolvimento do embrido zigético e seu
respectivo megagameto6fito, mostrou um comportamento semelhante
entre os tecidos. Os estagios proembrionario e embrionario inicial, foram
marcados por altos contelidos de hexoses (frutose e glicose) e baixo
contelido de sacarose. Corroborando com nossos resultados, estudos
mostraram que durante 0s estagios iniciais de desenvolvimento, ocorre a
alta atividade de enzimas invertase, responsavel pela hidrélise de sacarose
em frutose e glicose, aumentado o conteldo de hexose nas células.
Estagios iniciais de desenvolvimento foram caracterizados pela intensa
atividade mitética, visando o crescimento do embrido, e estudos apontam
0 papel da glicose como uma molécula de sinalizacdo na divisao celular.
Em nosso estudo, a transicao do estagio embrionario inicial para o estagio
embrionario avancado, maltose passou a ser detectada e a relagdo hexose:
sacarose diminuiu, sendo que, o contelido de hexose reduziu e a sacarose
se tornou o aglcar mais abundante. Diante desse comportamento,
sugerimos que sacarose e a maltose estdo relacionadas com os processos
de sinalizacdo para a diferenciacdo celular. A suplementacdo de maltose
em embriGes somaticos de coniferas, durante a embriogénese tardia é



comum e eficiente para conversdo de embrides. Devido a hidrélise lenta
da maltose muitos autores defendem a teoria do “déficit de carboidratos”,
reduzindo a disponibilidade de hexose e como consequéncia as células
diminuem a divisdo e passam a se diferenciar. O conteldo elevado de
sacarose no final do desenvolvimento pode estar relacionado ao potencial
osmotico, ao crescimento celular, prote¢do contra dessecacéo além de
composto de reserva. A arabinose esteve presente durante todas as fases
de desenvolvimento, ja que é um componente de parede celular. Além do
perfil dos carboidratos, proteinas do tipo dehidrinas foram analisadas por
Western Blot, estas pertencem ao segundo grupo das proteinas LEA (late
embryogeneses accumulated), as quais sdo acumuladas durante as fases
finais da embriogénese em resposta a secagem e a sua expressao cessa
rapidamente apds embebigdo. Estas proteinas tém natureza hidrofilica, se
ligam a moléculas de &gua impedindo a sua saida das células,
consequentemente mantem a estabilizagdo de membranas e outras
proteinas. Devido a esta caracteristica, as dehidrinas eram tidas como
proteinas de sementes ortodoxas e ausentes em sementes recalcitrantes.
Néo foi detectada a presenca dessas proteinas durante o estagio inicial de
desenvolvimento, o que é justificado, ja que dehidrinas sdo proteinas
LEA. Como esperado, proteinas dehidrinas passaram a ser detectadas a
partir da transicdo da embrigénese inicial para a avangada onde fracdo
proteica termossensiveis de 21,5, 23, 26 e 28kDa estavam presentes em
eixos embriondrios e nos cotilédones. Com o desenvolvimento
subsequente, banda de 28kDa ndo foi detectada enquanto a de 23kDa
estava presente somente no eixo. Um estudo com sementes maturas de A.
angustifolia usando a técnica de imunolocalizagfes in situ mostrou
dehidrinas nos eixos embrionario e cotilédones, e a nivel subcelular estas
se encontravam associadas aos corpos proteicos, microcorpos e a
cromatina no ndcleo. Devido a importancia ecoldgica, econdmica, social
e ao risco de extingdo da A. angustifolia, nosso trabalho fornece
embasamento para a compreensdo dos aspectos morfoanatdmicos,
bioquimicos e fisioldgicos durante o desenvolvimento de sementes da A.
angustifolia. Caracterizar estagios do desenvolvimento embrionario, em
paralelo, elucidar a funcdo dos carboidratos sol(veis durante estes
estagios e estudar em qual periodo ocorre maior aciimulo de dehidrinas,
auxilia na otimizacdo da época de coleta para armazenamento das
sementes, garantindo sua viabilidade. Uma vez, que a espécie tem
natureza recalcitrante, ndo tolera dessecacdo e perde a viabilidade quando
armazenadas por longos periodos. Além disso, estudos durante estagios
especificos do desenvolvimento embrionario das sementes de A.



angustifolia, auxilia na compressdo dos processos metabdlicos
envolvidos durante a embriogénese somatica, gerando informacdes
importantes para otimizacdo do protocolo in vitro, o qual é uma
alternativa para a conservacao dessa espécie.

Consideracdes Finais

Estudos morfolégicos sugeriu que Araucaria angustifolia é uma espécie
mais primitiva quando comparado a Cupressaceae, Pinaceae e
Taxodiaceae. No presente trabalho, foi possivel identificar trés aspectos,
por meio de analises morfo-histoldgicas, que suportam a primitividade da
espécie. (i) uma fase prolongada dos nicleos livres, (ii) a presenca de
células de capa e (iii) a auséncia de proembrionia por clivagem. Além
disso, caracterizamos a formacdo do megagametéfito e o tempo de
ocorréncia da fertilizagdo. Indicamos um tempo de treze meses até a
formacdo da archegonia matura e cerca de quatorze meses entre a
polinizacéo e a penetracdo do tubo polinico no ndcleo. Pela primeira vez,
foi caracterizado os trés estagios de desenvolvimento embrionario
zigbtico para esta espécie: proembriogénese, embriogénese inicial e
avancada. Descrevemos o processo de morte celular em células de capa e
suspensoras, bem como a diferenciagdo dos tecidos em embrido tardio.
Nossos dados descrevem pela primeira vez o desenvolvimento completo
do embrido zigético e que levam 23 meses entre a fertilizacdo até o
embrido maturo de uma conifera nativa e ameacada de extingdo. Em A.
angustifolia, os estagios de desenvolvimento embrionario também podem
ser caracterizados por alteraces no perfil bioquimico. Este é o primeiro
trabalho que descreveu em conjunto 0 metabolismo dos carboidratos e o
estado das dehidrinas ao longo do desenvolvimento embrionério.
Indicamos uma correlagdo positiva entre a sintese de carboidratos e de
dehidrinas. Os estagios iniciais de desenvolvimento apresentaram altos
teores de hexoses e baixos teores de sacarose. No entanto, durante os
estagios finais de desenvolvimento, observou-se um aumento na relacédo
sacarose: hexose e detectou-se maltose. As deidrinas ndo séo suficientes
para conferir tolerancia a dessecacdo, uma vez que sdo acumuladas nos
estagios tardios da embriogénese e na maturacdo das sementes. Este
estudo fornece uma melhor compreensdo dos aspectos bioquimicos e
fisioldgicos envolvidos durante o desenvolvimento e maturacdo de
embrides zigdticos de A. angustifolia. Além disso, indicamos parametros
metabdlicos que podem ser utilizados para melhorar o protocolo de
embriogénese somatica.



Palavras-chave: Conifera, sementes, pré-fertilizacdo, embriogénese,
dehidrinas, carboidratos.



ABSTRACT

The Brazilian pine (Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze) is a native
conifer of dominant Brazil in the Ombrophilous Mixed Forest, an
ecosystem of the Atlantic Forest biome. As a result of the intense
exploitation and fragmentation of this ecosystem, its forest remnants are
estimated at 12.6% of its original area. As a result, this species is currently
listed in the Official List of Brazilian Species Endangered Species and is
on the IUCN Red List in “critical danger" with its declining population.
In this context, A. angustifolia has been the object of studies that support
its conservation and its sustainable use. Understanding the
morphological, ultrastructural, and physiological aspects that regulate the
developmental stages of their recalcitrant seeds are crucial to defining
appropriate conservation strategies. The present work aimed to
characterize the embryonic development of A. angustifolia seeds,
covering the stages that occur between pre-fertilization and late
embryogenesis, including morphological, ultrastructural and biochemical
parameters. The pollination event occurred between August and October
of the first year of the reproductive cycle, and the following month, the
mother cell of the megaspore was observed. In the megagametdfito,
between December and July the free nucleus phase occurred during this
period few changes in the development were observed. About a year after
pollination archegonia has matured and fertilization has taken place. In
the months of November to July of the second year of the reproductive
cycle, the embryo developed through the pro-embryogenic stages, initial
embryogenesis, late embryogenesis. The carbohydrate profile and
accumulation of dehydrins at specific stages of embryonic development
were also studied. The fructose and glucose content was high in the early
stages of development, while sucrose was present at low levels. As
embryo differentiated, during late embryogenesis, the sucrose: hexose
ratio increased and maltose that was absent in the early stages, was
detected. Western blot analysis did not detect the presence of dehydrins
during the initial embryogenesis. The dehydrins were identified during
late embryogenization in thermosensitive extracts of the axes and
cotyledons and thermostable only in the axes of the zygotic embryos of
A. angustifolia. The results amplify the knowledge on the reproductive
development of A. angustifolia and on the physiological aspects that
regulate zygotic embryogenesis, providing subsidy for the deepening in
evolutionary and biotechnological studies aiming its conservation and its
sustainable use.



Key words: Conifer, seeds, pre-fertilization, embryogenesis, dehydrins,
carbohydrates.
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Figure 1: General features of A. angustifolia megastrobili (a-d) and light
microscopy (e-1). Megastrobili (a) and in longitudinal section (b) showing
axis (ax), fertile scale (arrow) (c) and ovule (o) (d) with micropyle (m)
(arrow). Light microscopy of median longitudinal fertile scale (e),
showing ovule (0). Ovule with PAS staining (f-g) showing integument
(in), nucellus (n) (f-g) and sporogenous cells (sc) (g). Megaspore mother
cell (arrow) surrounded by sporogenous cells (sc) and nucellus (n) (h).
Free nuclear megagametophyte (arrow) surrounded by sporogenous cells
(sc), nucellus (n) (i) and in detail (arrow) (j). Free nuclei with ellipsoidal
form (k) (arrow) surrounded by megaspore wall (mw with arrow),
sporogenous cells (sc) and nucellus (n). Prothallial cells (pc) and
megaspore wall (mw with arrow) (I). Scale bars = 3 cm (a-b), 1 mm (c, d,
g, 1), 200 um(e-f, h, k), 500 M (D). ceoneenie 65
Figure 2: General features of A. angustifolia megastrobili (a-c) and light
microscopy (d-h). Megastrobili (a), fertile scale (b) and nucellus (c).
Longitudinal sections of megagametophyte (d) with one archegonium
(arrow) stained with double coloration (d-e). Megagametophyte (mg)
double stained with six archegonia (arrows) on nucellus (n) and two
pollen tubes (pt) (). Archegonium stained with TB-O with egg nucleus
(en), vacuoles (v), jacket cells (jc) (g) and stained with PAS showing
vacuoles (v) and neck cells (nc) (h). Scale bars =5 cm (a), 1 cm (b), 1
mm (c), 200 pum (d), 500 pm (), 50 um (e, g-h)...ooveveniiiiiii 67
Figure 3: General features (a-c) and morphological analyses of A.
angustifolia with stereomicroscope (d-e), fluorescence (f and j) and
confocal microscopy (g-i). Megastrobili (a), developing seed (b) and
megagametophyte without teguments showing micropylar end (arrow) (c)
on opaque white region. Three Pro-embryos (arrows) (d) leaving the
megagametophyte (mg) and one Pro-embryo (e) with embryonary region
(arrow) and long suspensor (sc) stained with acetocarmine and Evans
Blue. Pro-embryos under fluorescence (f, j) and confocal microscopy (g-



i) with DAPI (f-h) and with P1 (i-j), showing cap cells (cc), suspensor cells
(sc) and embryonic cells (ec) (fj) with nuclei (n) (h) and
megagametophyte (mg) (j). Scale bars =5 cm (a), 1 cm (b), 3 mm (c),
500 pm (d), 1 mm (e), 100 pum (f-g,j), 200 um (i), 50 pm (h)....ocvvvvnee. 68
Figure 1: Light microscopy of A. angustiolia Pro-embryonic cells.
Section of a dominant embryo stained with CBB (a) and TB-O (b-c)
showing cap cells (cc) and embryonic cells (ec) (a, b), detail of cap cells
with nuclei (n) and vacuoles (v) (c). Staining with PAS (d) and double
staining (PAS + CBB) (e) showed starch grains (s), nuclei (n) and
vacuoles (v) in embryo cells, and cell wall (cw) marked in pink. Section
of suspensor cells stained with CBB (f) PAS (g) and double staining (PAS
+ CBB) (h) showed many vacuoles (v), nuclei (n) and protein content in
blue (f, h) and irregular shape of the cell wall (cw) intensely stained in
pink (g). This figure represents events that occur approximately fifteen
months after pollination. Scale bars = 50 um (b, d, €), 20 um (a, ¢, h), 10
M (F, 0) - ettt 70
Figure 5: Transmission electron microscopy images of A. angustifolia
Pro-embryonic cells. Flank cap cells (cc) (a-c) showing thick cell wall
(cw) (a), nuclei (n) with nucleoli (nu) and starch grains (s) (b), vacuoles
(v) and mitochondria (m) (c). Embryonic cells (d-f), showing nucleus (n),
nucleolus (nu) (d), euchromatin (ec), heterochromatin (hc), and
mitochondria (m) (e), cell wall (cw), lipid bodies (Ib) and heterochromatin
(hc) (f). Suspensor cells (g-i) with cell wall (cw) (g) vacuoles (v),
mitochondria (m) (h), rough endoplasmic reticulum (er) and Golgi bodies

Figure 6: General features of A. angustifolia megastrobili (a-c) and light
microscopy of Pro-embryo (d-j). Megastrobili (a), developing seed (b),
and megagametophyte without teguments (c); dominant Pro-embryo
section stained to AT-O (d) and PAS (e) showing cap cells (cc) embryonic
cells (ec) and suspensor cells (sc). Detail of cap cells (cc), embryonic cells
(ec) showed starch grains (s) and cellulosic compounds in the cell wall
(cw) (f); detail of elongated suspensor cells (sc) with starch grains (s) and
cell wall (cw) (g); section stained with CBB (h-i), cap cells in process of
degeneration showing vacuole (v), and cell wall rupture (asterisks) (h);
death of the cap cells and increase embryogenic mass (em) composed of
cells by embryogenic cells (ec) with evident nucleus (n) (i). Scale bars =
5cm(a), 1 cm (b, ¢), 100 um(d, €), 50 um (f, i), 20 um (g, h). ............ 72
Figure 2: General features of A. angustifolia megastrobili (a-c) and light
microscopy of early embryo (d-j). Megastrobili (a), developing seed (b)



and megagametophyte without teguments (c). Early embryo section with
double staining (PAS+CBB), showing embryonic cells (EC), and
suspensor cells (SC) (d), detail of embryogenic cells with large nucleus
(N) with nucleoli (Nu), vacule (V), starch grains (S) and cellulosic
compounds in the cell wall (Cw) (e), staining AT-O showing process of
high mitotic activity, indicating division mitotic (arrow) (f), cells region
that stay between the embryogenic and suspensors cells (g); detail of the
central cells of the embryo, showing involved nuclei by starch grain and
vacuole evident (h); detail of suspensor cells with degenerative cytoplasm
with absence of nucleus in some cells, presence of large vacuoles (v),
nucleus (n) in periphery region of cell wall (cw) (i); death of primary
suspensors cells (j). Scale bars =5 cm (a), 1 cm (b, ¢), 100 um (d), 50 um
(9,1), 20 UM (F, 1), O UM (8, 1) weveveeerieee e 74
Figure 8: General features of A. angustifolia megastrobili and late
embryo (a-c and I) with stereomicroscope and morphological analyses of
late embryo (d-k and n-m). Section of late embryo stained with PAS
showing distal meristematic zone region (dz) and proximal meristematic
zone region (pz) (d); detail proximal meristematic zone, stained with AT-
O, vertical arranged cells with evident nucleus (n) (e); detail distal
meristematic zone double staining (PAS+CBB) showing detail of distal
meristematic zone with dense citoplasmatic cell (f); protoderm (pr) (e);
beginning of differentiation shoot apical meristem (sam) (h); detail of the
shoot apical meristem establishment (sam) and emerging cotyledons
(asterisks) (i); suspensor cells enucleate, elongated and with deformed
cell wall (j); abscission zone between the apical and suspensor (k); late
embryo with two cotyledon (ct), hypocotyl (h) and root cap (rc) (I); shoot
apical meristem (sam), pith (p), procambium (pc), cortex (cx) (m), root
apical meristem (ram), collumela (co) and peripheral (pr) (n). Scale bars
=5cm (a), 1 cm (b, ¢), 100 um (d, h, I). 50 um (i, m, n), 20 um (j, j, k),
O U U (0 ) S 76
Figure 9: Transmission electron microscopy images of A. angustifolia
suspensor cells. Atolytic vacuole (a), central large autolytic vacuole (v)
pushing the cytoplasm and deformed cell wall (b), Plastid-like leucoplast
becoming a plastolysome-like structure, note utophagic vacuoles with
myelin structures (c), Detail of a small part of cytoplasm with number
large number of amyloplasts with starch grains (s) (d), dismantling of
nuclear envelope (ne), presence of nuclear pore complexes
(NPCs,arrows) in cytoplasm (e), cellular corpse represented by only the
cell wall (). Scale bars =5 um (a), 1 um (b,d), 2 um (c,e), 10 um (f).....77



Figure 10: Schematic representation of the life cycle of Araucaria
angustifolia. It is a dioecious species with male reproductive structure
(microstrobili), constituted by microsporophyll and microsporangium,
that open leaving the pollen free to be carried by the wind. The female
reproductive structure (megastrobili) consists of numerous coriaceous
bracts that contain the ovuliferous scale. The pollination period occurs in
the months of August and September of the first year of the reproductive
cycle. The pollen is deposited anywhere on the megastrobili scales and
initiates germination in situ. After pollination, the formation of a cavity
with free nuclei begins. This of free nuclear stage lasts about six months.
Approximately twelve months after pollination the free nuclei give rise to
a homogeneous tissue composed of prothallial cells filling the cavity.
Archegonia are formed thirteen months after pollination. While
fertilization occurs fourteen months after pollination. One month after
fertilization was observed the presence of polyembryos with cap cells,
embryonic cells and the suspensor cells. Following development,
regression of the subordinate embryos occurs and only the dominant
embryo remains in the seed. The development of the dominant A.
angustifolia embryo occurs between December and June, through stages
of proembryogenic development, early embryogenesis and late
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Figure 1: Light microscopy and morpho-cytochemical analysis with
Acetocarmine and Evan’s Blue of zygotic embryo development of
Araucaria angustifolia. Supernumerary Pro-embryos (a) Dominant Pro-
embryo with cap cells (CC), embryonic cells (EC) and suspensor cells
(SC) (b). Transition of Pro-embryogenic stage for early embryogenesis
stage, showing CC degeneration (c). Early embryo with an embryonic
mass (EM) and suspensor region (SR) demonstrate the presence of the
embryogenic cells (EC) stained red and suspensor cells (SC) reactive to
Evan's Blue (d). Between EC and SC note the presence of embryonic tube
cells (TC) (e-f). Late embryo, with EC, TC, SC and cotyledons formation
start (arrow) (g). Mature embryo with two cotyledon and cap root well
established (D)., 106
Figure 2: Endogenous carbohydrates contents (mg.gow?) in
megagametophytes of Araucaria angustifolia zygotic embryos along pro-
embryogenic and early embryogenesis stages. Data means £ SD (n = 3).
Small letters compare different carbohydrates at the same month and
capital letters compare each carbohydrate in distinct months. Means



followed by the same letter are not significantly different by the SNK test
(P <0.05) e 108

Figure 3: Endogenous contents (mg. gow™) of Arabinose (a), Fructose
(b), Glucose (c), Sucrose (d) and Maltose () in Araucaria angustifolia
during the late embryogenesis and mature embryo and their respective
megagametophytes. Data means = SD (n = 3). Small letters compare
carbohydrate contents between embryo with megagametophyte the same
month and capital letters compare carbohydrate in embryo and
megagametophyte in distinct months. Means followed by the same letter
are not significantly different by the SNK test (p <0.05)................ 109
Figure 4 Western blot analyses of dehydrin-like proteins present in the
development of Araucaria angustifolia zygotic embryos. The proteins
were separated in 17,5% SDS-PAGE, and electroblotted onto
nitrocellulose membranes. Samples were treated whit a purified anti-
dehydrin antiserum directed against the K domain and then an antiserum
composed  alkaline  phosphatase-conjugated goat  anti-rabbit
immunoglobulin G. Lanes: Early embryo: 1 and 2. Late embryo: 3, 6 and
8 axis 4, 5, 7 and 9 cotyledons. Mature embryo (adhered seed to the
mother plant): 10, 12, 14 and 16 axis 11, 13 and 15 cotyledons. Mature
embryo (disperse seeds): 16 axis and 17 cotyledons. Heat-sensitive (TP),
heat-stable fractions (HS). Protein molecular masses were calculated by
the Image Lab software version 6.0.1...............cocoiiiiiiiniinnn. 111
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1 ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVA

Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze, popularmente conhecida
como Pinheiro do Parana, Araucaria ou Pinheiro-brasileiro, é uma
conifera didica e perenifolia (Zanette et al. 2017). Ocorre exclusivamente
na América do Sul, na regido da Floresta Ombrdéfila Mista, formagéo
florestal que recebe o nome de “Floresta das Araucérias” - devido a
abundancia e ao porte da espécie, a qual imprime a fitofisionomia da
floresta (Mattos 1994, 2011). Essa espécie é endémica das regides Sul e
Sudeste do Brasil, e em pequenas manchas no Noroeste da Argentina e
no Paraguai, encontra condi¢Bes ideais para o desenvolvimento em
altitudes entre 300 e 1800 m (Farjon; Filer 2013).

Na regido Sul do Brasil a A. angustifolia é a gimnosperma de maior
importancia ecoldgica, econdmica e social (Guerra et al. 2008; Zanette et
al. 2017). Ela propicia um ambiente ideal para o desenvolvimento de
espécies vegetais em seu caule, galhos e no dossel inferior, o qual é
sombreado por sua copa e suas sementes servem de alimento para a fauna
selvagem. Em relacdo aos aspectos econdmicos, possui madeira de alta
qualidade, sendo empregada para construcdo civil, mdveis e para a
producdo de celulose (Mattos 1994; Guerra et al. 2002). Além do mais, a
coleta e a venda de sementes se constituem em relevante atividade
econbmica para um consideravel nimero de familias que vivem nas
regides de ocorréncia (Carvalho, 1994; Silva, 2009).

Devido as suas caracteristicas de alto interesse, a A. angustifolia
foi alvo de intensa exploragéo ao longo do século passado (Guerra et al.,
2002). Em decorréncia da vasta exploracdo e fragmentacdo, seus
remanescentes florestais estdo estimados em 12,6% da sua extensdo
original, e a maioria dos fragmentos possuem menos de 50 hectares
(Ribeiro et al., 2009). A drastica reducdo da paisagem, culminou na
inclusdo da espécie na categoria “perigo critico” da Red List de espécies
ameacadas de extingdo, pertencente a International Union for
Conservation of Nature and Natural Resources (IUCN, 2018). A espécie
também se encontra catalogada na Lista Oficial das Espécies da Flora
Brasileira Ameacadas de Extincdo, elaborada pelo Ministério do Meio
Ambiente (MMA) (Instru¢cdo Normativa n°® 06, de 23 de setembro de
2008). No entanto, mesmo apds a inclusdo de A. angustifolia na lista
oficial de espécies brasileiras ameacadas de extingcdo, remanescentes
florestais continuaram a ser explorados (Stefenon et al., 2009).
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Diante deste cenario, A. angustifolia é uma das espécies nativas do
Brasil com grande potencial para estudos que auxiliem sua conservacao
genética por meio do estabelecimento de cole¢fes de germoplasma in situ
e ex situ (Guerra et al., 2008). O manejo dos remanescentes florestais € 0
uso da biotecnologia sdo ferramentas chaves para uso e conservagdo dessa
espécie, no entanto, estudos basicos sdo necessarios para garantir a
eficacia dessas técnicas. Sementes da A. angustifolia sdo classificadas
como recalcitrantes, perdendo sua viabilidade quando desidratadas e nédo
tolerando baixas temperaturas, dificultando o armazenamento por longos
periodos (Farrant; Pammenter; Berjak, 1989; Panza et al., 2002;
Amarante et al.,, 2007; Farias-Soares et al., 2013). Esses aspectos
reforgam a importancia de estudos que visem auxiliar no estabelecimento
de protocolos e técnicas eficiente para 0 seu uso e conservagao.

Em particular, pouco se sabe o desenvolvimento do embrido
zigotico de A. angustifolia. A literatura disponivel sobre o ciclo
reprodutivo do género Araucéria é antiga (Burlingame, 1914, 1915;
Johansen, 1950; Haines; Prakash, 1980; Haines, 1983). Em estudos mais
recentes sobre a sua biologia reprodutiva evidenciamos a existéncia de
lacunas consideraveis, como o0 momento exato de fertilizacdo, a
ocorréncia de estadgio de nucleo livres, a poliembrionia polizigética,
regressdo dos embriGes subordinados, e caracterizacdo do estagio
embrionarios (Mantovani; Morellato; Reis, 2004; Anselmini; Zanette;
Bona, 2006; Kuhn; Mariath, 2014; Sant’ Anna et al., 2013; Rogge-Renner
et al., 2017; Zanette et al., 2017). Sendo que, a maior parte dos trabalhos
investigaram aspectos bioguimicos e fisioldgicos do desenvolvimento do
embrido zigotico de A. angustifolia, (Panza et al., 2002; Dos Santos et al.,
2006, 2016; Agapito-Tenfen et al., 2011; Balbuena et al., 2011a; Farias-
Soares et al., 2013; Shibata et al., 2016; Shibata; Maria; Coelho, 2016).
Negligenciando  aspectos  morfo-anatdmicos e  caracterizando
bioquimicamente estagios especificos de desenvolvimento embrionarios
gue ndo correspondem aos mesmos.

Visando elucidar o mapa do destino do desenvolvimento bioldgico
das sementes de A. angustifolia, o presente estudo descreveu as
caracteristicas morfoldgicas, histoldgicas e ultraestruturais que ocorrem
desde a pré-fertilizacdo até a embriogénese tardia. Alguns processos sdo
mostrados aqui pela primeira vez e fornecem subsidios para o
aprofundamento em estudos evolutivos. Considerando que o0s
carboidratos e as proteinas LEA estdo intimamente associados a tolerancia
e sensibilidade a dessecacdo de sementes, este estudo amplia o
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conhecimento sobre o comportamento e acimulo de carboidratos e
dehidrinas durante estagios especificos do desenvolvimento embrionario.
Estes resultados sdo relevantes para ampliar o conhecimento dos aspectos
fisioldgicos que regulam a embriogénese zigotica, e o desenvolvimento
das sementes. Além disso, este estudo fornece elementos para o
desenvolvimento de protocolos regenerativos in vitro baseados na
embriogénese somatica, visando o uso sustentavel e a conservacao dessa
espécie.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Araucaria angustifélia

O termo Araucaria deriva de Arauco, regido do Chile de onde o
género procede, e angustifolia vem do latim angustus, estreito e pontudo
e folium, folha. A. angustifolia é uma conifera didica, raramente mondica
apds trauma ou doenca, com estruturas unissexuais (Reitz; Klein, 1966).

As arvores sdo de grande porte, apresentando 30 - 52 m altura com
galhos dispostos na parte superior dos trocos. Os fustes sdo eretos e
cilindricos, raramente ramificados, a casca é grossa e resinosa. O sistema
radicular é muito desenvolvido, para sustentacéo da copa e as folhas sdo
simples, concavas e pequenas de 5 — 6 cm de comprimento e 0,5 mm de
espessura. Os ramos secundarios, chamados grimpas, sdo persistentes e
revestidos pelas folhas (Mattos, 1994, 2011; Reitz; Klein, 1966). As
araucarias demoram de 12 a 15 anos para alcancar a idade reprodutiva
(Carvalho, 1994; Zanette et al., 2017).

A. angustifolia ocorre naturalmente no Brasil, na provincia de
Missiones na Argentina e no Departamento de Alto Parand no Paraguai
(Guerra et al., 2008; Farjon; Filer, 2013). No Brasil, a espécie era
encontrada principalmente nos Estados do Parana (40% da superficie),
Santa Catarina (31%) e Rio Grande do Sul (25%). Manchas esparsas eram
observadas no Sul de Sao Paulo (3%), internando-se até o sul de Minas
Gerais e Rio de Janeiro (1%) (Carvalho, 1994; Guerra et al., 2002, 2008).
Nestes locais, a araucaria é encontrada em regifes de altitude elevada
(500 - 1800 m) no bioma Mata Atlantica; em distintas formacdes edaficas
e em clima subtropical, com temperaturas variando de 10° C a 21° C
(Reitz; Klein, 1966; Farjon; Filer, 2013).

A Araucaria é uma planta pioneira e heli6fita, criando um ambiente
ideal para o desenvolvimento de outras espécies tolerantes a sombra. As
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sementes servem de alimento para a fauna selvagem, sendo ricas em
energia e disponiveis durante os meses mais frios, enquanto as outras
espécies da floresta ndo estdo produzindo frutos (Guerra et al., 2000,
2002, 2008). Por esse motivo, a conservagdo da araucaria implica também
na manutencg&o das cadeias troficas. Do ponto de vista social e econdmico,
as sementes servem de alimento com grande valor nutricional, sendo que
a coleta e a venda das sementes estdo intimamente ligadas a sobrevivéncia
de familias de baixa renda, que vivem nas regides de ocorréncia, em
épocas de outono e inverno (Carvalho, 1994; Silva; Reis, 2009). A.
angustifolia possui madeira de alta qualidade, motivo pelo qual, no inicio
do século XX, foi altamente explorada sendo empregada especialmente
para construgdo civil, de moveis, e para a producdo de celulose.
(Carvalho, 1994; Mattos, 1994, 2011; Guerra et al., 2002, 2008). Além da
madeira, usa-se também, a resina exsudada da casca (Reitz; Klein, 1966).

Devido a exploragdo intensa da madeira e o desmatamento visando
a agricultura, restaram atualmente alguns remanescentes isolados, os
quais representam aproximadamente 12,6% da &rea total de sua
ocorréncia natural (Ribeiro et al, 2009). A fragmentacdo gerou
endogamia, reducdo da diversidade genética e, por conseguinte, também
a perda da capacidade adaptativa as mudangas ambientais (Guerra et al.,
2008). Como consequéncia essa espécie foi incluida na lista vermelha da
IUCN (International Union for Conservation of Nature and Natural
Resources) de espécies ameacadas e classificada como em perigo critico
de extingdo (IUCN, 2017), bem como catalogada na Lista Oficial das
Espécies da Flora Brasileira Ameacadas de Extincdo, elaborada pelo
Ministério do Meio Ambiente (MMA) (Instrugdo Normativa n° 06, de 23
de setembro de 2008). No entanto, mesmo ap6s seu nome incluso na lista
oficial de espécies brasileiras ameacadas de extincdo, remanescentes
florestais, contendo essa espécie, continuam a ser explorados (Stefnon et
al., 2009).

Diante deste cenario, A. angustifolia € uma espécie nativa do Brasil
com alto potencial para estudos, 0s quais visem a sua conservagao.
Sementes desta espécie sdo classificadas como recalcitrantes, perdendo
sua viabilidade quando desidratadas e ndo tolerando baixas temperaturas,
impossibilitando o seu armazenamento por longos periodos de tempo
(Farrant; Pammenter; Berjak, 1989; Panza et al., 2002; Farias-Soares et
al., 2013; Shibata et al., 2016; Shibata; Maria; Coelho, 2016).
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2.2 MORFOLOGIA E CICLO REPRODUTIVO

Estrobilos masculinos apresentam de 10 cm a 15 cm de
comprimento sdo constituidos por escamas coriaceas com 10 a 25 anteras
alongadas, presas na fase ventral de cada escama. As escamas encontram-
se arranjadas em forma de espiral e se abrem deixando o pélen livre para
ser transportado pelo vento até o estrobilo feminino. A estrutura
reprodutiva feminina localiza-se no apice do ramo e é constituida por
inimeras brécteas coridceas com o dvulo, inseridas sobre um eixo central
(Reitz; Klein, 1966; Guerra et al., 2008, 2012).

O ciclo reprodutivo da araucéaria dura cerca de 20 a 24 meses
(Mantovani et al., 2004; Rogge-Renner et al., 2017) e foi apresentado por
Guerra et al. (2008) e reproduzido na Figura 1. A liberacdo dos gréos de
pélen dos microestrébilos pelos microsporangios ocorre entre agosto e
setembro, do primeiro ano do ciclo reprodutivo De acordo com Shimoya
(1962), o inicio da polinizagdo Minas Gerais, ocorre no final de setembro,
enquanto Mantovani et al. (2004) observaram no Estado de S&o Paulo a
liberacdo de p6len em agosto e setembro. No sul do Brasil, este fendmeno
ocorre entre 0s meses de agosto a outubro (Anselmini; Zanette, 2008).
Gréos de pdlen sdo transportados pelo vento e depositados nas escamas
ovuliferas dos megaesporangios, onde inicia a germinacao in situ. A
germinacgdo ocorre na parte externa, sem penetrar na nucela, formando
uma delicada teia entre outubro e dezembro (Shimoya, 1962). Os tubos
polinicos penetram a ponta nucelar ¢, ali permanecem, durante toda a fase
de nucleo livre (Owens et al., 1995).

O momento certo da fecundacao nao é relatado por Guerra et al.,
(2008). No entanto, Rogge-Renner et al., (2017) reportou a ocorréncia da
fertilizacdo um ano depois da polinizagéo, entre setembro e outubro, do
segundo ano do ciclo reprodutivo. A presenca de uma fase de nicleos
livres apds a fertilizacdo foi observada. Apds a formacdo dos nucleos
livres ocorreu a elongacdo celular e formacdo de poliembries, que
apresentam células da capa, embrionarias e do suspensor (Guerra et al.
2008; 2012). Apenas um embrido dominante permanece na semente e se
desenvolve até a forma madura, enquanto os embrides subordinados
regridem (Burligame, 1915; Johasen, 1950; Guerra et al. 2008; 2012).
Quanto a dispersdo de sementes, 0s principais atores sdo aves e roedores
(Carvalho, 2003).
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Figura 1: Ciclo de vida da Araucaria angustifolia (Guerra et al., 2008, 2012)
2.1.1. Megasporogénese

Megasporogénese é o processo pelo qual a célula mde do
megasporo (megaspordcito) dentro do 6vulo, sofre meiose dando origem
a quatro megasporos. Apenas 0 megasporo mais proximo da extremidade
chalazal sobrevive, o qual sofre mitose e torna-se multicelular, originando
0 megagametéfito (Burlingame, 1915; Johansen, 1950; Shimoya, 1962;
Owens et al. 1995; Mattos, 2011; Williams, 2009).

A fase inicial do megagametdfito, dentro do nucelo é marcada pelo
surgimento dos nucleos livres, seguidos por uma organizacéo celular com
arranjo elipsoide e posterior formagéo da parede celular para cada nlcleo
livre (Shimoya, 1962; Owens et al. 1995). Simultaneamente ao inicio da
formacdo do megagametdéfito, ocorre a penetracdo dos tubos polinicos,
que crescem no nucelo e causam destruicdo celular, estimulando a
producdo de alguma substancia, provavelmente hormonal, determinante
da divisdo celular, que resultara na formagdo de células protaliais ou
protalo a partir dos nicleos livres (Owens et al. 1995; Shimoya, 1962) e
mais tarde neste tecido protalial ocorre a formagdo de arquegdnias,
geralmente numerosas (Shimoya, 1962), cada qual com sua célula ovo. A
arquegdnia é uma cobertura multicelular em torno de cada célula ovo, no
megagametofito (Williams, 2009). De acordo com Rogge-Renner et al
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(2017), a fertilizagdo ocorre cerca de um ano ap6s a polinizagdo, nos
meses de setembro e outubro. Segundo Shimoya (1962), em Minas Gerais
a fertilizacdo ocorre entre os meses de outubro e dezembro.

2.1.2. Embriogénese zigotica

O termo embriogénese corresponde as fases de desenvolvimento
compreendidas entre a fertilizagdo até o inicio da dorméncia do embrido
zigbtico (Harada et al., 2010). Em A. angustifolia o estagio inicial da
embriogénese, apds a fusdo dos gametas, € marcado por divisdes
nucleares formando de 32 a 64 ndcleos livres antes da formagéo das
paredes celulares (Guerra et al., 2008, 2012). Depois da completa
formacdo da parede celular, ocorre a elongacdo celular, de forma
simultanea, nos grupos de células superiores e inferiores. O grupo de
células inferiores forma as células de capa (Cc), o grupo de células
superiores forma as células do suspensor (Cs) e o grupo central de células
constitui um grupo de células embriogénicas (Ce) (Burlingame, 1914;
Guerra et al., 2008, 2012; Johansen, 1950).

Apds a polinizacdo, transcorrem 14 meses até a identificacdo dos
poliembrides, caracterizando a poliembrionia, ou seja, a formagdo de mais
de um embrido nos estagios iniciais de desenvolvimento da semente
(Guerra et al; 2008, 2012). Dois tipos de poliembrionia s&o relatas: (i)
poliembrionia polizigética: onde duas ou mais arquegbnias sao
fecundadas em um mesmo megagametofito, produzindo separadamente
proembrides e (ii) poliembrionia por clivagem: dentro da arquegbnia,
cada proembrido formado pode se dividir em até oito proembrides
(Steeves; Sussex, 1989; Williams, 2009). Em espécies do género
Araucaria foi observada apenas poliembrionia polizigdtica (Shimoya,
1962; Gifford; Foster, 1989). No entanto, um estudo que analisou
parametros morfolégicos com marcadores moleculares relatou a primeira
evidéncia de poliembrionia por clivagem em A. angustifolia (Agapito-
Tenfen et al., 2011). Contudo, apenas um embrido permanece na semente
matura (Haines; Prakash, 1980; Bozhkov; Filonova et al., 2000; Filonova;
Suarez, 2005), e a regressao dos embrides subordinados ocorre entre 0s
meses de novembro e dezembro (Mantovani; Morellato; Reis, 2004;
Guerra et et al., 2008, 2012)

Coniferas em geral, o embrido se desenvolve de acordo com o
estabelecido por Singh (1978), onde trés fases podem ser reconhecidas: i)
pré-embriondria: englobando os eventos entre a fertilizacdo até o
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rompimento do arquegbnio pelo proembrido; ii) embrionaria inicial:
estadios apds o alongamento do suspensor e antes do estabelecimento dos
meristemas; e iii) embriondria final: com intensa histogénese, onde a
protoderme e o procambio sdo diferenciados e os meristemas apical e
radicular sdo estabelecidos (Figura 2) (Arnold et al., 2002; Williams,
2009).

Em A. angustifolia e outras espécies pertencente a familia
Araucariaceae o proembrido foi caracterizado pela presenga de células da
capa, células embrionarias e células do suspensor. Na regido central do
embrido, as células embrionarias permanecem inativas até o completo
desenvolvimento do suspensor. Durante a transi¢do do proembrido para o
embrido inicial, células de capa sofrem degeneragdo e células
embriondrias dividem-se longitudinalmente para aumentar em cerca de
20 vezes o numero de células (Burlingame, 1914, 1915; Johansen, 1950;
Haines; Prakash, 1980; Haines, 1983; Guerra et al. 2008; 2012). A
embriogenia tardia em coniferas € iniciada com a formagdo meristematica
e histogénese intensiva, que resultam na diferenciacdo da protoderme e
procambio, e no estabelecimento dos meristemas apical caulinar e
radicular. A regido proximal do embrido forma a coifa e 0 meristema
radicular, que é responsavel por todo o desenvolvimento posterior da raiz.
A regido distal forma o eixo hipocdtilo-caulinar e cotilédones (Haines,
1980; Singh, 1978; Owens, 2004).

O desenvolvimento do embrido dominante de A. angustifolia
ocorre entre 0s meses de dezembro e junho (Guerra et al., 2002, 2008).
No entanto, no més de margo sementes maturas ja sao encontradas. Ap6s
a germinacdo, a planta leva em torno de 15 anos para entrar novamente
em idade reprodutiva (Carvalho, 2003).

Cabe ressaltar que sementes de A. angustifolia perdem a
viabilidade ao serem desidratadas, dificultando a sua conservacao por
longos periodos, uma vez que sdo classificadas como recalcitrantes
(Tompsett, 1984; Farrant; Pammenter; Berjak, 1989; Espindola et al.,
1994; Farias-Soares et al., 2013; Shibata et al., 2016). Alguns estudos
investigaram aspectos bioguimicos e fisiol6gicos do desenvolvimento do
embrido zigotico (Panza et al., 2002; Astarita; Handro; Floh, 2003;
Amarante et al., 2007; Balbuena et al., 2009, 2011a; Farias-Soares et al.,
2013; Shibata et al., 2016; Shibata; Maria; Coelho, 2016). Porém,
trabalhos morfolégicos dos eventos que ocorrem desde a pré-fertilizacéo
até a formacdo de embrides zig6ticos maturos de A. angustifolia sdo
antigos, ferramentas e técnicas de microscopia mais refinadas eram de
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dificil acesso, impossibilitando a obtencdo de imagens mais detalhadas
(Burlingame, 1914; Johansen, 1950; Shimoya, 1962). Neste contexto,
estudos das alteragdes celulares das estruturas envolvidas nos processos
de prefertilizacdo até a formacdo do embrido maturo foram realizados.
Além disso, o perfil de carboidratos e o acumulo de proteinas do tipo
dehidrinas foram monitorados durante o desenvolvimento embrionério.
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Figura 2: Desenvolvimento do embrido zigdtico de Picea abies (Adptado von-
Arnold et al., 2002)

2.3 CARBOIDRATOS E DEHIDRINAS

O desenvolvimento das sementes de gimnospermas, como A.
angustifolia pode ser dividido em duas fases principais: a embriogénese
e a maturacéo (Singh; Johri, 1972). As principais substancias de reserva
durante a formacdo das sementes das coniferas, sdo as proteinas,
carboidratos e lipidios (Bewley; Black, 1994; Panza et al., 2002). Entre
esses compostos de reserva, os carboidratos agem como fonte de energia,
protecdo proteica, regulacdo osmética e também como moléculas
sinalizadoras (Weber; Borisjuk; Wobus, 2005; Rolland; Baena-Gonzalez;
Sheen, 2006; Winkelmann, 2016). Analises de transcriptoma e
proteomica sugerem que varios genes e proteinas envolvidos no
metabolismo de carboidratos sdo altamente expressos durante o
desenvolvimento do embrido (Dos Santos et al., 2016; Elbl et al., 2014;
Navarro et al., 2017). Recentemente, um estudo comparando os sistemas
de embriogénese zigética e somatica em A. angustifolia, analisou o
contetdo de carboidratos e a expressdo de genes envolvidos na sintese
destes (Navarro et al., 2017). No entanto, esses autores consideram
somente trés estagios de desenvolvimento do embrido zigético o globular,
cotiledonar e maturo, os quais ndo correspondem respectivamente 0s
mesmos estagios de desenvolvimento do embrido somatico. Neste
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sentido, a priori, 0 presente estudo visou caracterizar os estagios de
desenvolvimento do embrido zigético de Araucéria evitando que
equivocos referentes aos estagios de desenvolvimento e durante a
comparagdo com estagios de desenvolvimento dos embriGes somaticos
ndo ocorram. Além disso, estudamos o comportamento dos carboidratos,
durante os trés estagios de desenvolvimento do embrido zig6tico
proembriogénico, embriogenico iniacial e embriogenico avangada seus
respectivos megagametofitos, e nas sementes maturas, comportamento
ndo registrado na literatura para esta espécie.

As fases iniciais do desenvolvimento sdo caracterizadas pelo
crescimento devido a intensa divisdo celular. ApoGs, ocorre a
histodiferenciacdo onde as células se diferenciam para dar forma ao plano
basico do corpo do embrido (Singh; Johri, 1972; Williams, 2009). De
maneira geral, durante desenvolvimento embriondrio uma tendéncia
comum em coniferas é a diminuicdo no conteido de hexose com um
acimulo transitério de sacarose (Gosslova et al., 2001; Pullman;
Buchanan, 2008; Oliveira et al., 2016). Niveis elevados de glicose e
frutose no inicio do desenvolvimento estio relacionados aos processos de
divisdo celular (Wang; Ruan, 2013). O aumento na relacdo
sacarose:hexose, em estagios finais da embriogénese, se relaciona com o
armazenamento e a diferenciagcdo por meio da regulacéo na expresséo de
enzimas metabolicas (Gutierrez et al., 2007). O conteido de hexoses pode
ser diminuido pela atividade da sacarose fosfato sintase, que é expressa
em células do parénquima na maturacao (Weber et al., 1996). Essa enzima
pode sintetizar a sacarose ao final da fase de divisdo celular, diminuindo
assim a razdo entre hexoses e sacarose. Essas mudangas podem estar
relacionadas com o crescimento celular, ja que para esse processo ocorrer
é necessaria a 0 acumulo de substancias e a entrada de agua na célula,
resultando na expansdo celular (Cosgrove, 1997). Assim, os carboidratos
podem atuar como osmolitos fornecendo a forga motriz para o influxo de
agua para aumentar o turgor. Em sementes de leguminosas a sacarose esta
associada a expansdo celular e a sintese de amido, o que é evidenciado
por teores mais elevados de transcritos de sacarose sintase e ADP-Glc
pirofosforilase (Borisjuk et al., 2002, 2003). Além disso, durante a
maturacdo embrionaria, a sacarose € um fator-chave para a aquisicdo da
tolerancia a dessecacdo, auxilia na estabilizacdo das membranas, ja que a
desintegracdo da membrana é um dos primeiros danos da dessecacao.
Assim, a sacarose pode atuar como um protetor na "hipétese da reposicao
de &gua”, onde os grupos hidroxila substituem a agua e fornecem as
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interacdes hidrofilicas necessarias para a estabilizacdo da membrana e
proteina (Leprince; Bronchart; Deltour, 1990). Além do acumulo de
sacarose, 0s estagios finais da embriogénse sdo caracterizados pela
presenca de maltose. Sugere-se que este carboidrato esteja relacionado a
hidrélise lenta, também denominada teoria do “déficit de carboidratos”,
reduzindo a disponibilidade de hexose e como consequéncia as células
diminuem a divisdo e se diferenciam (Scott; Lyne; Rees, 1995; Blanc et
al., 2002; Pullman; Buchanan, 2008).

Diferente das sementes ortodoxas, que terminam Seu
desenvolvimento com uma fase de dessecacdo as sementes de A.
angutifolia sdo classificadas como recalcitrantes, ndo tolerando
dessecacdo e 0 armazenamento a longos periodos (Farrant; Pammenter;
Berjak, 1989; Farrant et al., 1996; Panza et al., 2002; Farias-Soares et al.,
2013). A auséncia de tolerancia a desidratacdo é uma desvantagem em
termos de adaptacdo das sementes limitando a viabilidade em condicdes
ambientais severas e em longos periodos de armazenamento. Estudos
apontam que a germinacdo é reduzida quando o teor de umidade cai
abaixo de 37%, enquanto um nivel de dessecacao de 25% leva a perda de
germinabilidade (Tompsett, 1984). Na maturacdo de sementes de A.
angustifolia foram  encontradas proteinas proteinas LEA “late
embryogenesis abundant” (Farrant; Pammenter; Berjak, 1989; Farias-
Soares et al., 2013), sabendo-se que o ABA esta envolvido na expressao
dos genes que codificam essas proteinas, as quais sdo sintetizadas nas
sementes apds a histodiferenciacdo do embrido (Farrant; Pammenter;
Berjak, 1989; Finch-Savage; Pramanik; Bewley, 1994). Na desidratacdo
as LEA fornecem uma camada de seus préprios residuos hidroxilados
para interagir com os grupos de superficie de outras proteinas, atuando
como "agua de reposicdo” (Figura 3) (Hoekstra; Golovina; Buitink,
2001). As proteinas do tipo dehidrinas, fazem parte do Grupo 2
(originalmente chamado de D-11) da classe de proteinas descritas como
LEA ( (Finch-Savage; Pramanik; Bewley, 1994; Campbell et al., 1997;
Close, 1996, 1997; Gumilevskaya; Azarkovich, 2010). Essas proteinas
sdo hidrofilicas, termoestaveis e caracterizadas por sequéncias altamente
conservadas, incluindo um segmento K rico em lisina
(EKKGIMDKIKEKLPG), um segmento S de poliserina, um segmento Y
e um segmento U (Close, 1996, 1997; Campbell et al., 1997). Durante 0s
estagios finais, a perda de agua diminui o volume celular causa o
adensamento dos componentes citoplasmaticos, aumentando a chance de
interacdes moleculares, resultando em desnaturacéo de proteinas e fusédo
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de membrana. (Finch-Savage; Pramanik; Bewley, 1994; Hoekstra;
Golovina; Buitink, 2001; Battaglia et al., 2008; Kleinwachter et al., 2014).
Para evitar esses danos causado pela dessecacdo, as dehidrinas formam
uma hélice anfipatica, essa estrutura, permite que interacdes hidrofilicas
e hidrofébicas estabilizem proteinas e as membranas em ambientes de
estresse hidrico (Dure, 1993; Hoekstra; Golovina; Buitink, 2001).

Em sementes recalcitrantes, diferentes estratégias de
armazenamento precisam ser adotadas visando a sua conservacao por
maiores periodos, uma vez que estas nao toleram a desidratacdo e
permanecem com 0 metabolismo ativo. Estudos recentes mostraram
diferencas fisiologicas e bioquimicas durante a fase de maturacdo de
sementes de A. angustifolia (Shibata et al., 2016; Shibata; Maria; Coelho,
2016). Observa-se que estudos sobre o perfil de dehidrinas durante os
estagios tardios do desenvolvimento embrionario para esta espécie sdo
escassos, se limitando ao estagio de maturacéo. O estudo sobre o perfil de
dehidrinas e carboidratos associados aos aspectos morfologicos durante o
desenvolvimento das sementes de A. angutifolia pode aprimorar as
técnicas de uso e conservacao desta espécie, auxiliando em estratégias
para 0 Seu armazenamento.
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Figura 3: Mecanismos de estabilizacdo da estrutura proteica (Hoekstraet al.,
2001)
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