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RESUMO

Paubrasilia echinata, conhecida popularmente como pau-brasil, foi
intensamente explorada devido ao seu valor econdmico e, atualmente,
encontra-se ameacada de extingdo. Nesse sentindo, o uso de técnicas
biotecnolégicas, como a embriogénese somética, pode ser uma alternativa
para a producdo de mudas desta espécie, contribuindo para a reposicdo de
plantas em areas degradadas e conservacdo de germoplasma. Assim, 0
presente trabalho teve como objetivo estudar os aspectos histomorfoldgicos e
bioguimicos durante a embriogénese somatica em P. echinata. Para a inducdo
de culturas embriogénicas, sementes imaturas em diferentes semanas apos a
floracdo (3, 4 e 5) foram inoculadas em meio de cultura MS com diferentes
concentragbes (0, 10 e 50 uM) de acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D)
isoladamente, e a combinag¢ao de 10 uM de 2,4-D com 1 uM de benziladenina
(BA). Foi avaliado a inducédo (%) de calos, e os tipos de calos em cada
tratamento. As culturas foram submetidas a multiplicacdo no tratamento com 10
MM de 2,4-D, e posteriormente, foram submetidas a maturacdo, em meio de
cultura MS sem adi¢cdo de hormdnio (controle) e suplementado com 25 uM de
acido abscisico (ABA), sendo realizadas analises histomorfolégicas ao longo de
120 dias de incubacédo. O conteudo de poliaminas (PAs) foi analisado em
explantes e nos calos na indugéo, multiplicacdo e maturacdo. O uso de 2,4-D é
fundamental para a inducéo de calos em todos os tipos de explantes. Calos de
coloracdo bege apresentaram células com caracteristicas meristematicas,
sugerindo maior potencial deste tipo de calo para formar embrides somaticos.
O contetdo de PAs foi afetado pelos tratamentos de indug¢éo e maturacédo dos
calos, sendo a putrescina a PA predominante em todas as fases da
embriogénese somatica. Os resultados obtidos foram importantes para a
compreensao do desenvolvimento da embriogénese somatica, bem como os
aspectos morfolégicos, bioquimicos e fisiolégicos envolvidos na aquisicdo da

competéncia embriogénica nesta espécie.

Palavras-chaves: Embriogénese soméatica, morfologia, poliaminas.



ABSTRACT

Paubrasilia echinata, known as pau brasil, was highly exploited due to its
economic value, and currently, is threatened. In this sense, the use of
biotechnological techniques, such as somatic embryogenesis, can be a viable
alternative for seedlings production of this species, contributing to the plants
replenishment in degraded areas and conservation of germplasm. Thus, the
present work aims to study the histomorphological and biochemical aspects
during somatic embryogenesis in P. echinata. For induction of embryogenic
cultures, immature seeds at 3, 4 and 5 weeks after flowering were inoculated in
MS culture medium with different concentrations (0, 10 and 50 yM) of 2,4-
dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), and in the combination of 10 uM of 2,4-D
and 1 uM benzyladenine (BA). The induction (%) and types of callus were
evaluated in each treatment. The callus were multiplicated with 10 uM of 2,4-D,
and subsequently, they were subjected to maturation treatment in MS medium
culture without (control) and supplemented with 25 uM abscisic acid (ABA),
performing the histomorphological analysis during 120 days of incubation. The
polyamine (PAs) content was analyzed on explants and callus at induction,
multiplication and maturation phases. The use of 2,4-D is essential for callus
induction in all types of explants used. Beige callus showed cells with
meristematic characteristics, suggesting a greater potential to form somatic
embryos. The content of PAs was affected by callus induction and maturation
treatments, being putrescine the PA predominant in all phases of somatic
embryogenesis. These results are important for the better understanding of the
development of somatic embryogenesis, as well as, the morphological,
biochemical and physiological involved in the acquisition of embryogenic
competence in this species.



1. INTRODUCAO

A Mata Atlantica esta localizada na Costa Atlantica brasileira desde o Rio
Grande do Norte até o Rio Grande do Sul (Peixoto et al., 2004). Este bioma é
formado por um conjunto de formacOes florestais, tais como: Florestas
Ombrofila Densa, Mista, Estacional Semidecidual, Estacional Decidual, Aberta
e ecossistemas associados, como restingas, manguezais e campos de altitude
(Ministério Do Meio Ambiente, 2017). Fatores como a continua e intensiva
extracdo madeireira, a expansdo da agricultura nas ultimas décadas e o
crescimento populacional contribuiram para que a Mata Atlantica se tornasse
um dos ecossistemas mais ameacados do mundo (Colombo e Joly, 2010;
Fundacdo Sos Mata Atlantica, 2017; Myers et al., 2000).

A intensa degradacdo ambiental ao longo dos anos associada ao uso
ndo sustentavel dos recursos naturais causaram uma significativa reducédo das
areas vegetais, resultando no risco de extincdo de muitas espécies,
especialmente, arboreas nativas de interesse econdmico e ecoldgico. Varias
sdo as espécies deste bioma que encontram-se ameacadas de extingdo, como
Paubrasilia echinata Lam. E. Gagnon, H. C. Lima & G. P. Lewis (Fabaceae)
(Lima e Capobianco, 1997).

Sua exploracdo predatoria, aliada a recalcitrancia de suas sementes
(Barbedo et al., 2002), contribuiram para que a espécie fosse incluida na lista
de espécies ameacadas de extincdo da International Union for Conservation of
Nature (IUCN, 2017). Além disso, as sementes desta espécie apresentam
baixa viabilidade em condi¢cbes naturais (Aragao et al., 2011), dificultando a
propagacao por métodos convencionais. Desta forma, surge a necessidade de
estabelecer metodologias alternativas de propagacdo para essas espécies,
uma vez que, elas séo indispensaveis na recuperacdo de areas impactadas.
Técnicas biotecnoldgicas, como a cultura de tecidos, tém sido estabelecida
para espécies arboreas, e pode ser uma alternativa para propagacao e
conservagao de germoplasma, contribuindo para o entendimento dos fatores
gue controlam o crescimento e desenvolvimento de plantas. Neste sentido, a
embriogénese somatica pode ser uma alternativa viavel para a producdo de
mudas desta espécie, contribuindo para a propagacéo e a reposicéo de plantas
em areas degradas. Em adicao, a embriogénese somatica pode ser um modelo
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para estudos basicos em fisiologia, bioquimica e biologia celular e molecular
durante o desenvolvimento embrionario (Guerra et al., 2008; Park et al., 1998).

A embriogénese somatica € um processo pelo qual, células somaticas se
diferenciam em embrides soméaticos através de estadios de desenvolvimento
semelhantes aos de embrifes zigbticos (Tautorus et al., 1991). Denomina-se
embrido somatico aquele derivado de células somaticas ja diferenciadas
(Termignoni, 2005), e este processo pode ocorrer de forma direta ou indireta,
passando pela formagdo de calos antes da diferenciacdo de embrides
somaticos nos estadios globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar
(Zimmerman, 1993). A embriogénese somatica € o método alternativo mais
comum para gerar embrides somaticos e tem sido descrita em varias espécies
(Isah, 2016), incluindo arbéreas nativas ameacgadas de extingdo (Becwar et al.,
1989; Carvalho, 2003; Guerra et al., 2001; Prakash e Gurumurthi, 2010; Santa-
Catarina et al., 2001).

Alguns estudos iniciais visando a obtencdo de culturas embriogénicas
foram desenvolvidos para P. echinata utilizando explantes foliares, porém nao
foram obtidos embrides sométicos (Chu et al., 2008; Werner et al., 2009;
Werner et al.,, 2010). Em trabalhos recentes do grupo, a inducdo da
embriogénese somatica a partir de embrifes zigoéticos imaturos e a obtencéo
de embriGes somaticos em estadios iniciais de desenvolvimento foram obtidos
para esta espécie (Costa, 2018). Entretanto, a obtencdo de embrides
somaticos no estadio cotiledonar e a conversdo destes em plantas ainda
precisa ser melhor estudada. Estes resultados foram fundamentais para o
presente trabalho, mas a realizacdo de novos estudos para melhor
compreender os fatores relacionados a embriogénese soméatica nesta espécie
€ importante, pois poderdo fornecer informa¢des sobre 0s mecanismos pelos
quais as células somaticas se tornam competentes para formar embribes
somaticos e posteriormente a regeneracdo em uma planta completa.

Dentre os fatores que controlam a embriogénese somatica destaca-se o
efeito de reguladores de crescimento vegetal, como as poliaminas (PAs). As
PAs sdo moléculas alifaticas de baixo peso molecular e atuam em varios
processos nas plantas, incluindo a embriogénese somatica, modulando as

respostas morfogenéticas in vitro (Alcazar et al., 2010; Bais e Ravishankar,



2002; Kuznetsov et al., 2006; Reis et al., 2016; Santa-Catarina et al., 2007;
Silveira et al., 2006; Walden et al., 1997).

Nesse sentido, a otimizacdo e controle da obtencdo da embriogénese
somadtica, aliado ao conhecimento das alteracdes histomorfoldgicas e
bioguimicas podem contribuir para entendimento dos mecanismos pelos quais
as células somaticas tornam-se competentes para a formacdo de embrides
somaticos e posteriormente a regeneracdo em uma planta completa em P.
echinata, sendo de grande valia para a conservagao e producao de mudas de
espécies arbdreas ameacadas de extingao.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Mata Atlantica

A Mata Atlantica esta localizada na Costa Atlantica brasileira desde o Rio
Grande do Norte até o Rio Grande do Sul (Peixoto et al., 2004). Atualmente,
restam cerca de 22% da sua coberta original, e apenas 8,5% dos fragmentos
acima de 100 ha. Este bioma encontra-se atualmente ameacado devido ao
desmatamento intensivo que ocorreu desde a chegada dos portugueses ao
Brasil em 1500, quando iniciou-se a extracdo do pau-brasil, importante espécie
arborea da Mata Atlantica. Adicionalmente, outras atividades antrépicas tais
como pecuaria, ocupacao populacional desordenada e extracdo madeireira,
também contribuiram para intensificacdo da devastacdo da Mata Atlantica,
tornando-a um dos biomas com maiores riscos de extingdo do mundo
(Colombo e Joly, 2010; Fundacdo Sos Mata Atlantica, 2017; Myers et al.,
2000). Entretanto, apesar da intensa reducdo da area, reduzida, a Mata
Atlantica ainda € um dos biomas com maior biodiversidade e abriga milhares
de espécies de animais e plantas do mundo.

O intenso processo de desmatamento realizado durante os anos resultou
em mudancas que afetam de forma diferenciada os parametros demograficos
de mortalidade e natalidade de diferentes espécies e, portanto a estrutura
dindmica dos ecossistemas (Viana e Pinheiro, 1998). Associados a

devastacdo, algumas espécies vegetais, em especial as arboreas exibem
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dificuldades de regeneracédo natural, pois apresentam crescimento lento, baixa
viabilidade de sementes, bem como dificuldades de propagacdo por métodos

convencionais (Carvalho, 2003), como € o caso da P. echinata.

2.2 Espécie de estudo

P. echinata (Fabaceae) € uma arborea da Mata Atlantica conhecida
popularmente como pau-brasil. Originalmente descrita como Caesalpinia
echinata por Lamarck em 1785 e recentemente renomeada em um proprio
género monoespecifico (Gagnon et al., 2016; Lamarck e Poiret, 1786). E uma
espécie caracteristica da floresta ombréfila densa da Mata Atlantica e ocorre na
costa brasileira entre o Rio de Janeiro e o Rio Grande do Norte (Lima e
Capobianco, 1997). Esta espécie apresenta porte médio, entre 10 e 15 m,
tronco com casca cinza-escuro recoberto por aculeos e folhas bipinadas.
Floresce, predominantemente, entre outubro e novembro na regido sudeste e
entre janeiro e fevereiro na regido nordeste, e inflorescéncia ocorre proximo ao
apice dos ramos se apresentando em forma de cacho. As flores possuem
pétalas amarelas com uma mancha vermelho-pUrpura na pétala central, e
aroma agradavel. A maturacdo dos frutos ocorre em plena esta¢do chuvosa,
gquando a umidade do solo e a temperatura sdo elevadas, condicdes
consideradas ideais para que ocorra germinacao natural das sementes (Aguiar,
2001). Os frutos sao vagens recobertas de espinho, evitando que eles sejam
obtidos por passaros (Aguiar, 2001; Lorenzi, 1998; Rocha, 2011).

Devido a sua importancia econdmica relacionada primordialmente com a
producdo de madeira, muito apreciada para marcenaria e a extracao de resina
utilizada na industria téxtil como tintura de tecidos de alto luxo, essa espécie foi
intensamente explorada desde a época da colonizacdo e encontra-se
atualmente ameacada de extincdo. Sua exploracdo predatoéria, aliada a
recalcitrancia de suas sementes (Barbedo et al., 2002), contribuiram para que a
espécie fosse incluida na lista de espécies ameacadas de extingdo da IUCN,
classificada na categoria em perigo. Essa classificacdo esta relacionada ao
risco muito alto de extincdo de individuos silvestres no futuro préximo de
acordo com alguns critérios estabelecidos, como por exemplo: reducdo

estimada em 50% nos ultimos 10 anos ou trés geracdes; declinio na area de
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ocupacgdo, extensdo da ocorréncia e/ou qualidade do habitat e ainda, niveis
reais ou potenciais de exploracao (lucn, 2017).

Além disso, € reportado restrita disponibilidade de sementes nesta
espécie, e as mesmas apresentam baixa viabilidade em condi¢cdes naturais,
ndo permitindo a germinacgéo e formacéo de plantulas normais apos trés meses
(Barbedo et al.,, 2002). O que dificulta a propagacdo por métodos
convencionais. A propagacao por estaquia € um método muito utilizado para
propagacdo de plantas, no entanto, P. echinata, como muitas espécies,
apresenta dificuldades no enraizamento das estacas (Endres et al., 2007).
Nesse sentido, a utilizacdo de biotecnologias, como metodologias alternativas
que permitam a propagacdo destas espécies € um importante passo para
conservacao de espécies arboreas nativas que se encontram ameacadas de
extincdo e, consequentemente, a recuperacdo de areas degradadas. Neste
sentindo, a cultura de tecidos, através da embriogénese somatica, pode
representar uma alternativa para a producdo de mudas em espécies arboreas,
contribuindo para a conservacao do germoplasma e reposicao de plantas em
areas degradas. Em adicdo, a embriogénese somatica pode ser um modelo
para estudos basicos em fisiologia, bioquimica e biologia celular e molecular
relacionados com a aquisicdo da competéncia para a formacdo de embrides
somaticos (Douétts-Peres et al., 2016; Guerra et al., 2008; Heringer et al.,
2014; Park et al., 1998; Reis et al., 2016; Santa-Catarina et al., 2001).

2.3 Embriogénese somatica

A embriogénese somatica € um processo analogo a embriogénese
zigGtica, pelo qual, células sométicas se diferenciam em embrides somaticos
através de estadios de desenvolvimento semelhantes aos de embribes
zigoticos (Tautorus et al.,, 1991). Denomina-se embrido somatico, o embrido
derivado de células somaticas ja diferenciadas (Termignoni, 2005).

O processo de embriogenése somatica pode ocorrer de forma direta, no
qual a formacdo do embrido somatico é originada diretamente do explante,
e/ou indireta, no qual este se desenvolve a partir da formacao de calo originado
a partir do explante inicial (Von Arnold et al.,, 2002). Em ambas as vias, 0

embrido somatico segue a mesma sequéncia de desenvolvimento do zigético,



ou seja, a passagem pelos estadios globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar
(Guan et al., 2016; Zimmerman, 1993).

Véarios fatores afetam a obtencdo da embriogénese somatica, cujo
processo envolve varias etapas, como a obtencdo do explante, inducéo,
multiplicacdo, maturacdo e conversdo de embribes soméaticos em plantas
(Steiner et al., 2016). O tipo e idade do explante utilizado fatores importantes
para 0 sucesso da resposta morfogenética in vitro. Varios tipos de explantes
sdo utilizados para induzir a embriogénese somética. Em arbéreas como a
Pinus taeda, Eucalyptus e Araucaria angustifolia (Becwar et al., 1989; Prakash
e Gurumurthi, 2010; Steiner et al., 2008), o explante mais utilizando é o
embrido zigotico imaturo (Guan et al., 2016; Steiner et al., 2008), devido ao fato
dessas espécies apresentarem um ciclo de vida longo, com tecidos somaticos
maduros e células completamente diferenciadas. Ja em espécies anuais como
a cana de acucar, que diferentemente das arboreas possui um ciclo de vida
curto, estudos utilizando segmentos de foliolos sdo observados com sucesso
na formacdo de embrides somaticos (Reis et al., 2016). As células somaticas
se dividem, e adquirem caracteristicas meristematicas, possibilitando a
obtencdo de culturas embriogénicas por meio de desdiferenciacdo e
rediferenciacdo celular, alterando a fisiologia, o metabolismo e a expressao
génica da célula para a expressdo da competéncia celular (Feher et al., 2003).
A utilizagdo de explantes provenientes de embrides zig6ticos imaturos e tecidos
reprodutivos se apresentam como as melhores alternativas para o
estabelecimento de culturas embriogénicas em espécies lenhosas (Isah, 2016).
Isso se deve ao fato de estes explantes apresentam um maior potencial
responsivo a sinalizacao celular, levando a resposta morfogénica in vitro, uma
vez que esse tipo de explante possui tecido jovem e células meristematicas
pouco diferenciadas, com capacidade para induzir um maior namero de
embrides somaticos (Benson, 2000).

Na indugdo de culturas embriogénicas, o meio de cultura e os
reguladores de crescimento vegetal utilizados séao fatores fundamentais para a
resposta. O meio de cultura MS (Murashige e Skoog, 1962) tem sido bastante
usado para varias arbéreas, incluindo Pinus sylvestris e Pinus pinaster (Lelu et
al., 1999) e Ceratonia siliqua (Canhoto et al., 2006). Adicionalmente, o meio de

cultura estabelecido para espécies lenhosas “wood plant medium” (WPM)
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(Lloyd e Mccown, 1980) também tem sido utilizado para a inducéo de culturas
embriogénicas em algumas espécies, tais como Quercus rubia (Gingas e
Lineberger, 1989), Ficus carica (Al-Shomali et al., 2017) e Genipa americana
(Santos e Saloméo, 2016).

Além do meio de cultura, a adi¢cdo de reguladores de crescimento vegetal,
como auxinas e citocininas, é fundamental para a resposta in vitro. O
envolvimento de reguladores de crescimento para modular a capacidade
embriogénica ainda nao esta completamente compreendido, sendo espécie
especifico (Jiménez, 2001) e pode ser um fator chave na inducdo e expressao
da embriogénese somatica em genoétipos recalcitrantes, modulando a
competéncia para este processo morfogenético (Merkle et al., 1995). Dentre os
reguladores de crescimento, as auxinas e citocininas sdo os mais utilizados.
Estes reguladores estdo envolvidos na regulacdo da divisédo e diferenciagcao
celular em plantas. O acido 2,4-diclorofenoxiacetico (2,4-D) € a auxina sintética
mais utilizada nos sistemas de cultura de células e tecidos embriogénicos
(Avilés-Vinas et al., 2013), com a¢do mais potente para inducdo de culturas
embriogénicas em varias espécies (Lakshmanan et al., 2005). Estudos
mostram que a presenca desse regulador de crescimento no meio de cultura
afeta um grande numero de vias regulatérias (Sharma et al., 2008), e modula a
embriogénese soméatica em varias espécies, como Arabidopsis thaliana (Gaj,
2004), Cocos nucifera (Verdeil et al., 2001) e Passiflora gibertii (Carvalho et al.,
2014). Adicionalmente, a combinacdo de auxina com citocinina € fundamental
para a obtencdo de calos embriogénicos. No entanto, estudos indicam que os
niveis de citocinina, combinados geralmente com auxina, podem estar mais
relacionados ao estimulo da divisédo celular e crescimento de calos e menos
com a competéncia para a embriogénese (Pinto et al., 2002).

Em geral, para espécies arbdreas a inducdo de culturas embriogénicas
ocorre de forma indireta, ou seja, inicialmente tem a formacédo de calos, e
posteriormente, a formacdo de embrides somaticos, como observado para as
espécies Pinus, Feijoa sellowiana e Eucalyptus (Correia e Canhoto, 2010; Park
et al., 2006; Prakash e Gurumurthi, 2010). Entretanto, a indugcdo pode ser
obtida de forma direta, ou seja, 0 embrido somatico se origina diretamente do
explante, como descrito para Coffea arabica e Cymbidium bicolor (Mahendran
e Bai, 2012; Rezende et al., 2008). Apdés a inducdo, € necessario a
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multiplicacdo das culturas embriogénicas. Esta fase é realizada em meios
contendo auxinas de uma forma semelhante a inducdo, porém pode ser
utilizada uma concentracdo menor (Sharma et al., 2008).

Diversos trabalhos associam a aquisicdo da competéncia embriogénica
com retirada de 2,4-D na fase de maturacdo e regeneracao de plantas, uma
vez que a presenca de auxina no meio de cultua suprime a progressao das
células somaticas induzidas em embribes somaticos (Jiménez, 2005; Sharma
et al., 2008; Zimmerman, 1993). Com a retirada das auxinas do meio de
cultura, as culturas embriogénicas entram na fase maturacdo, inibindo a
multiplicacdo e estimulando a formacédo de embrides somaticos. A maturacdo
pode ser promovida através do uso de promotores de maturagcdo, como o acido
abscisico (ABA) e maltose e polietileno glicol (PEG) (Rai et al., 2011; Steiner et
al., 2008; Von Arnold e Clapham, 2008). Esta fase é considerada uma etapa
fundamental no processo de embriogénese somatica, permitindo o
desenvolvimento do embrido somatico para posterior conversdo em plantulas,
e obtencdo de mudas (Pelegrini et al., 2013). A formacdo dos meristemas
apical radicular e apical caulinar durante o desenvolvimento de embrides
somaticos sdo fundamentais para a conversao em planta normal (Gaj, 2004).
Uma vez diferenciados, a conversdo de embrides somaticos em plantas pode
ser estimulada pela retirada dos promotores de maturagdo, como ABA, maltose
e PEG. Os eventos tardios da embriogénese somatica em varias espécies
ainda nédo estdo suficientemente elucidados, e a baixa taxa de conversdo de
embribes somaticos em plantulas ainda é uma limitacdo em sistemas de
embriogénese somética para varias espécies, especialmente as arbdreas (Von
Arnold et al., 2002).

A aplicagcdo da embriogénese somatica comparando-se as demais
técnicas de micropropagacao apresenta algumas vantagens, tais como a
possibilidade da obtencdo de uma grande quantidade de propagulos (embrides
somaticos), permite a automatizacao pelo uso de biorreatores, por exemplo, e
consequentemente, baixar custos por unidade produzida. Entretanto, a
variacdo somaclonal que pode ocorrer apds sucessivas subculturas, € um fator
gue precisa ser analisado e controlado, pois afeta o desenvolvimento das

plantas normais produzidas (Lakshmanan et al., 2005).



A embriogénese somatica € um metodo alternativo de propagacdo in
vitro, e tem sido descrita em varias espécies incluindo arbéreas nativas
ameacadas de extincdo (Isah, 2016; Santa-Catarina et al., 2001). A
compreensao dos eventos iniciais de desenvolvimento durante a indugéao de
culturas embriogénicas e a transicdo de células embriogénicas a embrides
somaticos € de fundamental importancia para regulacéo eficiente no processo
de regeneracdo de plantas através da embriogénese somaética (Quiroz-
Figueroa et al., 2006; Sharma et al., 2008). Estes estudos permitem entender
0S mecanismos moleculares e bioquimicos associados com a aquisicdo da
competéncia das células somaticas para desenvolver uma planta completa.

Alguns estudos visando a embriogénese somatica da P. echinata ja foram
desenvolvidos utilizando segmentos foliares como fonte de explante, obtendo-
se a formacé&o de calos na presenca de diferentes reguladores de crescimento
utilizados, porém néo foi obtido a formacéo de embrides soméaticos (Chu et al.,
2008; Werner et al., 2009; Werner et al., 2010). Entretanto, sementes imaturas
como fonte de explantes ndo foram utilizadas por estes autores.
Recentemente, foi demonstrado a obtencdo de culturas embriogénicas a partir
de embrides zigdticos imaturos utilizando 2,4-D em P. echinata. Estes autores
obtiveram o desenvolvimento de embribes somaticos em estadio de
desenvolvimento torpedo em meio de maturacdo com 25 puM de ABA.
Adicionalmente, a adicdo de ABA ao meio de cultura de maturacédo induz
alteracéo no perfil de PAs, e pode estar envolvido com a obtencdo de embrides
somaticos nesta espécie (Costa, 2018). Nesse sentido, a utilizacdo de
explantes provenientes de embrides zigéticos imaturos possibilita o
desenvolvimento de culturas embriogénicas, uma vez que esses explantes
apresentam um maior potencial para a inducdo de embrides soméaticos por
conter células meristematicas, comparativamente a tecidos foliares, que
possuem células diferenciadas.

A compreensdo dos eventos iniciais de desenvolvimento durante a
inducdo de culturas embriogénicas, e a transicdo de células embriogénicas a
embrides sométicos, € de fundamental importancia para regulagéo eficiente no
processo de regeneracdo de plantas através da embriogénese somética
(Sharma et al., 2008). Nesse sentido, a realizagdo de estudos morfolégicos e

bioguimicos, como a determinagdo do envolvimento de PAs em todas as fases
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da embriogénese somatica, na maturacdo e conversao, podem ser aspectos
importantes para melhor compreender os fatores relacionados a resposta in
vitro da embriogénese somatica nesta espécie. Estes estudos poderdo fornecer
informacdes sobre os mecanismos pelos quais as células sométicas se tornam
competentes para formar embrides somaticos e, posteriormente, a regeneracao

em uma planta completa em P. echinata.

2.4 Poliaminas (PASs)

As PAs sdo moléculas policatibnicas alifaticas, carregadas positivamente
presentes tanto em plantas, como em animais e microrganismos, essa
caracteristica facilita sua interacdo com macromoléculas como DNA e RNA,
fosfolipidios, componentes da parede celular e proteinas (Baron e Stasolla,
2008; Bouchereau et al.,, 1999). As principais PAs encontradas em células
vegetais sdo a putrescina (Put), espermidina (Spd) e espermina (Spm). Essas
pequenas aminas estao presentes em todos os compartimentos da célula
vegetal e atuam em diversos processos fundamentais na célula, como a
regulacdo da expressao génica, a modulacéo de sinal, a proliferacédo celular e a
estabilizacdo da membrana (Alcazar et al., 2010; Kuznetsov et al., 2006).

Em plantas, especificamente, as PAs estdo ligadas a processos de
crescimento e desenvolvimento, como a divisdo celular, formacdo de raizes,
iniciacao e desenvolvimento floral, desenvolvimento dos frutos, e embriogénese
somatica (Bais e Ravishankar, 2002; Santa-Catarina et al., 2007; Silveira et al.,
2006; Walden et al., 1997). A concentracao total e a razao entre as PAs variam
dependendo da espécie, Orgdo, tecido vegetal e do estadio de
desenvolvimento, e podem servir como um importante biomarcador da
regeneracao em plantas (Kuznetsov et al., 2006; Shoeb et al., 2001).

A sintese de PAs nos vegetais envolve a acdo das enzimas arginina
descarboxilase (ADC) e ornitina descarboxilase (ODC) que convertem,
respectivamente, arginina e ornitina a Put, a conversédo de Put em Spd e Spm,
por adi¢cdes sucessivas de grupos aminopropil pela acdo da S-adenosil-
metionina descarboxilada (SAM), que é produto da reagcdo da SAM

descarboxilase (SAMDC). O catabolismo de Put, Spd e Spm que é realizado
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pela acdo das enzimas diamina oxidase (DAO) e PA oxidase (PAO) (Kusano et
al., 2008; Kuznetsov et al., 2006).

Estudos demonstraram alteracbes nos niveis de PAs durante a
embriogénese e germinagdo de sementes, indicando a importancia dessas
biomoléculas nestes processos morfogenéticos (Dias et al., 2009; Pieruzzi et
al., 2011; Santa-Catarina et al., 2004; Santa-Catarina et al., 2006; Santa-
Catarina et al., 2007; Silveira et al., 2006; Steiner et al., 2007). Em Arabidopsis,
foi demonstrado que Put e Spd s&o essenciais para embriogénese, enquanto a
Spm nédo é crucial para seu crescimento normal (Kusano et al., 2008). Em
contrapartida, na embriogénese zigotica de Ocotea catharinenses foi sugerida
uma relacdo entre o decréscimo nos niveis de Put, acompanhado pelo
aumento nos niveis de Spm durante o desenvolvimento do embrido (Santa-
Catarina et al., 2006), sugerindo a importancia destas alteragcbes para o
desenvolvimento da embriogénese somatica nesta espécie. Adicionalmnente,
foi demonstrado em O. catharinensis que a adicdo de Put mantém os embrides
somaticos em estadios de desenvolvimento iniciais por estimular a divisdo
celular, enquanto a adicdo de Spd e Spm promove um aumento do nimero de
embrides somaticos no estadio cotiledonar, mostrando a importancia destas
PAs para a evolucdo dos embrides somaticos (Santa-Catarina et al., 2007).
Neste sentido, o estudo do contetdo enddégeno e o melhor entendimento do
efeito das PAs durante a embriogénese zigética e somatica podem contribuir
para aumentar a eficiéncia na obtencdo de embribes soméaticos em varias

espécies economicamente e ecologicamente importantes.
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3. OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo analisar o efeito da idade do
explante na inducdo de culturas embriogénicas, e avaliar os aspectos
histomorfologicos e o papel das PAs em todas as fases da embriogénese

somaética em P. echinata.

3.2 Objetivos especificos

- Avaliar o efeito do estadio de desenvolvimento do explante para a
inducgéo de culturas embriogénicas.

- Estabelecer as melhores condi¢cdes para a inducdo, multiplicacdo e
maturacdo de culturas embriogénicas, bem como para a conversao de
embribes soméaticos em plantas.

- Avaliar os aspectos histomorfologicos durante todas as etapas da
embriogénese somatica, visando observar a presenca de células com
competéncia para o desenvolvimento de embrides somaticos.

- Analisar o envolvimento das PAs em todas as fases (explante, inducao,
multiplicacdo, maturacdo) da embriogénese soméatica nesta espécie.

- Avaliar as melhores condi¢cbes de crescimento das culturas durante a

fase de maturacéo.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Material botanico

Para a realizagéo dos experimentos foram utilizadas sementes imaturas
como fonte de explantes para inducdo da embriogénese somatica. Foram
utilizadas trés idades diferentes destes explantes, os quais foram obtidos com
3, 4 e 5 semanas apos a floracdo (Figura 1). Os frutos contendo as sementes
foram coletados a partir de remanescentes de propriedades particulares na

regido Norte Fluminense.

Figura 1. Caracterizagdo do fruto imaturo de P. echinata contendo as sementes
utilizadas como fonte de explantes, coletadas com 3 (A), 4 (B) e 5 (C) semanas apds a
florag&o. Barras =1 cm.

4.2 Efeito da idade dos explantes e de reguladores de crescimento na
inducao de calos

Os frutos imaturos contendo as sementes foram submetidos a um
processo de desinfestacdo de acordo de acordo com Costa (2018). Os frutos
foram lavados com agua contendo 3 gotas de detergente comercial neutro. Em
seguida, os frutos foram enxaguados por 10 vezes com agua destilada,
seguida de imersdo por 1 min em alcool 70 % e 60 min em agua sanitaria
comercial 100 % contendo 1,8 a 2,5 % de cloro ativo com fungicida Cercobin
(2,5 g L1). Posteriormente, em camara de fluxo laminar, os frutos foram
submetidos a cinco lavagens com agua destilada autoclavada. Em seguida,

foram obtidas as sementes dos frutos com auxilio de pingas e bisturi. As
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sementes isoladas foram seccionadas na regido mediana, e a por¢ao basal da
semente, contendo o embrido zigotico, foi inoculada em meio de cultura MS
(Murashige e Skoog, 1962), suplementado com sacarose (30 g L), fitagel (2 g
L'1) e diferentes concentracdes (0, 10 e 50 uM) de 2,4-D, e a concentracéo de
10 uM de 2,4-D combinada com 1 uM de benziladenina (BA). O pH do meio de
cultura foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem a 121 °C, a 1,5 atm por 15
min. Apds a inoculacdo no meio de cultura, os explantes foram mantidos no
escuro em sala de cultura com temperatura de 25+2 °C.

Aos 30, 60 e 90 dias foram avaliadas a percentagem de inducéo de calos,
tipo de calo induzido, e contaminacdo. Apos 90 dias foram obtidas amostras
para a caracterizacdo dos tipos de calos formados por analises
histomorfoldgicas e bioquimicas. O(s) tratamento(s) que apresentaram células
em divisdo celular, com caracteristicas meristematicas, observadas nas

analises histomorfolégicas foram utilizadas para a etapa de multiplicacéo.

4.3 Multiplicacédo das culturas embriogénicas

As culturas induzidas foram submetidas a um ciclo de multiplicagéo. Para
tanto, as culturas embriogénicas foram inoculadas em meio MS, suplementado
com sacarose (20 g L), fitagel (2 g L) e 10 uyM de 2,4-D, que foi a
concentracdo que apresentou melhor resposta no processo de inducao.

O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem a
121 °C, a 1,5 atm por 15 min. ApGs a autoclavagem, o meio de cultura foi
distribuido em placas de Petri (20 mL de meio de cultura/placa), em camara de
fluxo laminar. Apés a inoculacdo no meio de cultura, os calos foram mantidos
no escuro em sala de cultura com temperatura de 25+2°C. Apés 50 dias de
incubacdo, as culturas embriogénicas foram transferidas para etapa de

maturacao.

4.4 Maturacgao de culturas embriogénicas

Culturas embriogénicas obtidas na fase de multiplicacdo foram utilizadas
para a maturacdo em meio de cultura MS, suplementado com sacarose (30 g L-
1), fitagel (2 g L'') e ABA (0 e 25 uM). O pH do meio de cultura foi ajustado para
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5,8 antes da autoclavagem a 121 °C, a 1,5 atm por 15 min. O ABA foi
filtroesterilizado em membrana 0,2 um e adicionado ao meio de cultura apoés a
autoclavagem, em camara de fluxo laminar. O meio de cultura foi distribuido
em placas de Petri (25 mL de meio de cultura/placa), em camara de fluxo
laminar. Apds a inoculacdo no meio de cultura, os explantes foram mantidos
em sala de crescimento com temperatura de 25+2 °C, fotoperiodo de 16h de
luz, com intensidade de luz de 22 ymol m? s*.

Aos 30, 60 e 90 dias foram avaliadas a percentagem de indug&o de calos
com coloracao verde e a presenca de embrides sométicos a partir das culturas
embriogénicas, e coletadas amostras para analises histomorfologicas e do

conteldo de PAs.

4.5 AvaliacBes histomorfoldgicas

Foram realizadas avaliacdes histomorfolégicas por meio de microscopia
Optica nas amostras de calos obtidos na inducdo e em amostras das culturas
embriogénicas obtidas na multiplicacdo e nos diferentes tratamentos da
maturacdo, visando caracterizar a presenca de células em divisdo com
caracteristicas embriogénicas e embriées somaticos.

Para tanto, as amostras foram preparadas de acordo com a metodologia
de Silveira et al. (2013), com modificagbes. Para tanto, as amostras foram
fixadas em solugéo contendo 2,5 % de glutaraldeido e 4% de formaldeido em
tampéo fosfato 0,1 M (pH 7,2). Posteriormente, foram lavadas, por duas vezes
de 30 min cada, com solucdo de 0,1 M de tampao fosfato a temperatura
ambiente. Em seguida, as amostras foram desidratadas em série etandlica
crescente (30, 50, 70, 90 e 100%), por duas vezes de uma hora em cada
concentracdo. Apdés a desidratacdo, as amostras foram infiltradas com
historesina e etanol 100% (1:1) durante 12 h, e subseqguentemente, com
historesina pura durante 24 h, e em seguida foram emblocadas em historesina
Leica. As amostras foram cortadas em seccdes de aproximadamente 5 um de
espessura, coradas com uma solucéo de 1% de azul de toluidina. Em seguida,
foram observadas em microscopio Optico Axioplan (Carl Zeiss, Jena,

Alemanha), equipados com uma camera digital Axiocam MRC5 (Carl Zeiss), e
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as imagens foram analisadas usando o software AxioVisionLE versao 4.8 (Carl

Zeiss).

4.6 Determinacéo do conteudo de Poliaminas (PAs)

Foram realizadas analises bioquimicas do conteudo enddégeno das PAs
nas sementes utilizadas como explantes e nos calos obtidos durante as fases
inducao, multiplicacdo e maturacéo.

A metodologia para a determinagdo do padrdo e contetudo de PAs livres
esta baseada naquela descrita por Silveira et al. (2004). Amostras em triplicata
(com 300 mg de matéria fresca cada) foram maceradas com 1 ml de acido
perclérico 5% (v/v), e mantidas em gelo por 1 h. Posteriormente, as amostras
foram centrifugadas a 20.000 x g por 20 min a 4 °C, obtendo-se o
sobrenadante que contém as PAs livres. As PAs livres foram derivatizadas
utilizando-se 40 puL da amostra, 100 pL de cloreto de dansil (5 mg mL?* em
acetona), 50 pL de solucéo saturada de carbonato de sédio (NaHCOs3) e 20 uL
de 17-diaminoheptano (DAH), utilizado como padrdo intemo para analise de
perdas durante o processo. Apos a homogeneizacdo, as amostras foram
incubadas no escuro por 50 min a 70 °C. O excesso de cloreto de dansil foi
convertido em dansil-prolina adicionando-se 25 puL de prolina (100 mg mL™)
com posterior incubacdo por 30 min no escuro, a temperatura ambiente. Em
seguida, as PAs derivatizadas foram particionadas com 200 uL de tolueno e a
fase apolar (tolueno), que contém as PAs, foi coletada (175 pL), seca sob jato
de nitrogénio, e ressuspendida em 175 pL de acetonitrila.

A identificacdo e quantificacdo das PAs foram realizadas utilizando-se
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com coluna C18 de fase reversa
(Shimadizu Shim-Pack CLC ODS). Acetonitrila absoluta e acetonitrila 10% em
agua (pH 3,5 ajustado com HCL 1 N) foram utilizadas como solventes. A
mudanca na proporcdo de acetonitrila absoluta em relagdo a acetonitrila 10%
definiu o gradiente de corrida. O gradiente de acetonitrila absoluta foi
programado para 65%, durante os primeiros 11 min, de 65 a 100% entre 11 e
25 min, e 100% até 35 min com fluxo de 1 mL.min%, a 40 °C. O detector de
fluorescéncia foi ajustado para excitacdo de 340 nm e emissdo de 510 nm.

Foram injetados 20 pL da amostra derivatizada com cloreto de dansil. As areas
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e tempos de retencdo de cada PA foram avaliados por comparagdo com as

PAs (Put, Spd, Spm) com concentra¢cdes conhecidas obtidas na curva padrao.

4.7 Andlise estatistica

O delineamento empregado para os resultados das variaveis estudadas foi
o inteiramente casualizado (DIC). Para a interpretacdo dos resultados, a
determinacdo da significancia dos dados foi analisada estatisticamente por
meio de analise da variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de
separacdo de médias SNK (P < 0,05) (Sokal e Rohlf, 1995), utilizando-se o

programa computacional Assistat (Silva e Azevedo, 2002).

5. RESULTADOS

5.1 Caracterizacdo do contetudo enddégeno de PAs dos explantes.

Foi avaliado o conteddo endégeno das PAs livres nas sementes
imaturas utilizadas como fonte de explantes, coletadas com 3, 4 e 5 semanas
apos a floracdo. Verificou-se conteudos de Put e Spd significativamente
superiores para o explante 2, coletado com 4 semanas apos a floracao,
comparado aos explantes 1 e 3, coletados, respectivamente com 3 e 5
semanas apos a floracdo (Figura 2A). Comparando-se o conteudo de PAs
livres totais (Figura 2B) e a razdo de PAs livres (Figura 2C) verificou-se

também valores significativamente superior para o explante 2.
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Figura 2. Conteudo (ug g* de MF) de PAs livres (A), PAs livres totais (B) e razéo de
PAs [Put/(Spd+Spm)] nas sementes imaturas utilizadas como fonte de explantes,
coletadas com 3 (S1), 4 (S2) e 5 (S3) semanas apos a floracdo. Letras minUsculas
diferentes denotam diferencas significativas entre os explantes. Letras mailsculas
diferentes denotam diferencas significativas entre as concentracdes de Put, Spd e
Spm (A) para cada explante. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si de acordo com o teste SNK (P< 0,05). CV = coeficiente de
variacdo. (n = 3; CV A = 29,73%; CV B = 25,81%; CV C = 14,09%).
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5.2 Efeito da idade dos explantes e de reguladores de crescimento na

inducao de calos

As sementes imaturas coletadas com 3, 4 e 5 semanas apés a floracéo
foram seccionadas na regido mediana, e a por¢cao basal da semente contendo
o embrido zigdtico foram submetidas aos tratamentos com diferentes
concentracdes (0, 10 e 50 uyM) de 2,4-D, e a concentragéo de 10 uM de 2,4-D
combinada com 1 uM de benziladenina (BA). Nesse experimento observou-se
a inducdo de calos em todos os tratamentos, sendo a maior porcentagem
obtida no tratamento com a associagdo de 10 yM de 2,4-D com 1 uM de BA
(Figura 3), ndo sendo observada diferenca estatistica significativa quanto ao

tempo de coleta do explante utilizado.
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Figura 3. Percentagem de indug&o de calos em P. echinata utilizando expantes com 3
(E1), 4 (E2) e 5 (E3) semanas apos a floragdo submetidos a diferentes concentragfes
(0, 10 e 50 uM) de 2,4-D, e a concentragéo de 10 uM de 2,4-D combinada com 1 uyM
de benziladenina (BA). Letras maiusculas diferentes denotam diferencas significativas
entre 0s explantes para cada tratamento. Letras mindsculas diferentes denotam
diferencas significativas entre os tratamentos dentro de cada explante. Médias
seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si de acordo com o teste
SNK (P< 0,05). CV = coeficiente de variagdo. (n = 100, CV E1 = 20,91%, CV E2 =
22,16 %; CV E3 = 10,68%).
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Apés 120 dias de inducdo foram obtidos quatro tipos de calos,
independente do tratamento e da idade do explante, ou seja, semanas apos a
floracdo (Figuras 4 e 5). Esses calos foram classificados de acordo com a
coloracdo e morfologia apresentadas em: branco, bege, marrom e marrom
escuro. Quanto a morfologia e a coloracdo dos calos induzidos, foi verificada
diferenca estatistica significativa entre os tratamentos utilizados (Figura 4). O
tratamento com 10 uyM de 2,4-D + 1 yM de BA promoveu uma maior
porcentagem de calos induzidos com coloragédo marrom, em todas os tipos dos
explantes utilizados (Figura 4). Na auséncia de auxina a indugédo de calos
ocorreu em baixo percentual e somente quando se utilizou explantes com 3

semanas apos a floracao.
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Figura 4. Percentagem de calos de P. echinata caracterizados de acordo com
morfologia e coloracdo induzidos a partir de explantes com 3 (A), 4 (B) e 5 (C)
semanas apos a floragdo nos tratamentos com 10, e 50 uM de 2,4-D e no tratamento
com 10 uM 2,4-D + 1 pyM BA. Letras mailsculas diferentes denotam diferencas
significativas entre os tratamentos para cada tipo de calo. Letras minasculas diferentes
denotam diferengas significativas entre os tipos de calos para cada tratamento. Médias
seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si de acordo com o teste
SNK (P< 0,05). CV = coeficiente de variagao (n =100; CV A = 53,02%, CV B = 47,21%,
CV C=7,07%).
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Apbs 120 dias de inducao, avaliou-se a coloracdo dos calos obtidos. Os
calos brancos apresentaram caracteristica translicida e textura friavel, com
massa celular mole, separando-se com facilidade (Figura 5A). Os calos de
coloragéo bege, no entanto, apresentaram uma textura mais firme e cor opaca
(Figura 5B). Os calos de coloracdo marrom e marrom escuro apresentaram
regides com textura mais sélida, de dificil desagregacdo no momento da
repicagem (Figura 5C e D).

Amostras dos quatro tipos de calos caracterizados morfologicamente
foram submetidos as avaliagcdes anatdmicas por meio de microscopia Optica,
visando identificar a morfoanatomia. A partir desta analise foi possivel observar
que o calo de coloracdo branco apresentou pequenos grupos de células
aderidas, pouco organizadas e em baixo numero (Figura 5D). O calo
caracterizado como bege apresentou células mais aderidas e mais
organizadas, com pequenos grupos de células em divisdo, de tamanho menor
e isodiamétricas, com nucleo evidente (Figura 5E). O calo de coloragcdo marrom
apresentou algumas células aderidas, mas pouco organizadas e poucas
células em divisdo, e algumas células mais alongadas em sua periferia (Figura
5F). O calo marrom escuro apresentou células maiores, alongadas e pouco
aderidas, com morfologia geral sem organizacéo (Figura 5H).

Entre os tratamentos utilizados para indugcdo, o tratamento
suplementando com 10 pM de 2,4-D e 1 yM de BA proporcionou um melhor
crescimento dos calos, com maior quantidade de calos marrom. No entanto,
esses calos ndo apresentaram caracteristicas embriogénicas, ou seja, nao
possuiam células pequenas, isodiamétricas, com nucleo evidente e citoplasma
denso, 0 que caracteriza células meristematicas e que podem caracterizar as
culturas embriogénicas. Por outro lado, no tratamento com 10 yM de 2,4-D
verificou-se a formacdo de calos com essas caracteristicas, principalmente

bege (Figura 5G), embora induzido em menor quantidade (%) (Figura 4).
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Figura 5. Aspectos morfolégicos (A-D) e histolégicos (E-H) dos calos de coloracao
branco (A, E), bege (B, F), marrom (C, G) e marrom escuro (D, H) obtidos de
explantes de P. echinata, apdés 120 dias de indugéo. Barras A, B, C, D =1 cm; barras
E, F, G, H=100 pM.

23



No tratamento controle, sem a presenca de reguladores de crescimento,
ocorreu a inducdo de calos, mas em baixa percentagem, e apresentando
aspecto e cor diferentes dos calos induzidos nos outros tratamentos. Ao
contrario dos calos induzidos nos tratamentos com auxina, esses calos
apresentaram uma coloracdo verde e regides com granulos, que se
assemelhavam a embries somaticos em estadio globular (Figura 6). Analises
histol6gicas mostraram a presenca de grupos de células bem organizadas e
em divisdo, sugerindo que essas células poderiam dar origem ao

desenvolvimento de pré-embrides e embrides sométicos globulares (Figura 6).
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Figura 6. Aspectos morfoldgicos (A, B e C) dos calos verdes obtidos de explantes de
P. echinata, apd6s 120 dias de indugcdo em tratamento controle (sem reguladores de
crescimento vegetal). Barras = 1 yM.
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5.3 Conteudo endégeno de poliaminas (PAs) dos calos obtidos na fase de

inducao

A comparacao do contetdo de PAs livres foi realizada em amostras dos
diferentes tipos de calos incubados por 120 dias em diferentes tratamentos de
inducéo contendo 10 e 50 uM de 2,4-D, e a concentracdo de 10 uM de 2,4-D
combinada com 1 yM de BA (Figura 7). Comparando os tratamentos, observou-
se diferenca significativa no conteudo de Put livre, sendo significativamente
maior nos calos de cor bege induzidos no tratamento contendo 10 uM de 2,4-D.
No entanto, nos tratamentos contendo 50 uM de 2,4-D e 10 yM 2,4-D + 1 uM
BA, o conteudo de Put livre foi maior nos calos brancos (Figura 7A). Verificou-
se também, que o conteudo de Spd e Spm foi maior nos calos brancos, nao
sendo afetado pelos tratamentos (Figura 7B e 7C).

O conteudo total de PAs livres também foi maior nos calos de coloracéo
bege obtidos no tratamento com 10 uM de 2,4-D e nos calos brancos dos
tratamentos com 50 uM de 2,4-D e com 10 uyM de 2,4-D + 1 yM de BA (Figura
8A).

O valor da razdo de PAs livres foi maior no calo de coloracdo bege
obtido no tratamento com 10 uM de 2,4-D, e menores nos demais calos e

tratamentos (Figura 8B).
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Figura 7. Conteudo (ug g* de MF) de putrescina (A), espermidina (B) e espermina (C)
em calos de P. echinata com 120 dias de inducédo em diferentes concentracdes (10 e
50 uM) de 2,4-D, e no tratamento combinando 10 yM de 2,4-D e 1 uM de
benziladenina (BA). Letras mailsculas diferentes denotam diferengas significativas
entre os tipos de calos para cada tratamento. Letras minasculas diferentes denotam
diferencas significativas para cada tipo de calo nos diferentes tratamentos. Médias
seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si de acordo com o teste
SNK (P< 0,05). CV = coeficiente de variacdo. (n = 3, CV A = 75,84%, CV B = 33,84%,
CV C = 23,90%.
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Figura 8. Conteido (ug g! de MF) PAs livres totais (A) e razdo de PAs
[Put/(Spd+Spm)] (B) em calos de P. echinata com 120 dias de indugdo em diferentes
concentracdes (10 e 50 yM) de 2,4-D, e no tratamento combinando 10 uM de 2,4-D +
1 puM de benziladenina (BA). Letras mailsculas diferentes denotam diferengas
significativas entre os tipos de calos para cada tratamento. Letras minulsculas
diferentes denotam diferengas significativas para cada tipo de calo nos diferentes
tratamentos. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si de
acordo com o teste SNK (P< 0,05). CV = coeficiente de variagdo. (n = 3, CV A =
52,32%, CV B = 139,41%).
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5.4 Conteudo endbégeno de PAs dos calos obtidos na fase de

multiplicagao

Apoés a inducédo, os calos nos diferentes tipos de coloracdo, foram
transferidos para meio de cultura contendo 10 yM de 2,4-D para a
multiplicacéo, e o conteudo de PAs livres foi realizada em amostras de calos
nesta condicao (Figura 9).

Na comparacdo entre as diferentes PAs livres, observou-se uma
diferenca significativa no teor de Put livre, sendo maior nos calos de coloragao
marrom escuro (Figura 9A). Quanto ao conteudo de Spd livre, ndo houve
diferenca significativa no conteddo desta PA entre os tipos dos calos (Figura
9A). Ja o conteudo de Spm livre foi significativamente maior nos calos de
coloracdo branca (Figura 9A). O conteudo de PAs livre total (Figura 9B) e razéo
de PAs livres (Figura 9C) também foram maiores nos calos de coloragédo

marrom escuro e menores nos calos nas demais coloragdes.
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Figura 9. Contetdo (ug g* de MF) de PAs Put, Spd e Spm livres (A), PAs livres totais
(B) e razdo de PAs [Put/(Spd+Spm)] (C) nos calos de P. echinata com 50 dias de
incubacdo em tratamento de multiplicagdo contendo 10 yM de 2,4-D. Letras
minasculas diferentes denotam diferencas significativas entre os tipos de calos. Letras
mailsculas diferentes denotam diferengas significativas entre o conteddo das PAs
para cada tipo de calo (A). Médias seguidas da mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si de acordo com o teste SNK (P< 0,05). CV = coeficiente de
variagdo. (n = 3; CV A = 32,39%; CV B = 18,24% e CV C = 33,58%).
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Apés 50 dias de incubacdo na multiplicagdo, os quatros tipos de calos
obtidos na indugdo apresentaram caracteristicas similares, comprovada pelas
andlises histolégicas (Figura 10A-D). Verificou-se que a maioria dos calos
multiplicados tornaram-se de coloracdo marrom, com regifes de crescimento
celular de coloracdo branca e friavel, e regides mais escurecidas e compactas
com células maiores, que mantiveram as caracteristicas da fase de inducgéo
(Figura 10A-D). Os calos oriundos de coloracdo branca apresentaram as
superficies constituidas por células de tamanho pequeno e unidas (Figura
10E). Os calos de coloracao inicial bege apresentaram grupos de células com
caracteristicas meristematicas, ou seja, células de tamanho menor,
isodiamétricas e citoplasma denso, evidenciando o nucleo (Figura 10F). Este
tipo de célula, a depender do estimulo, pode se tornar competente para se
dividir e diferenciar em embribes somaticos. No entanto, nos calos oriundos de
coloracdo marrom e marrom escuro foram observadas células um pouco

menos organizadas (Figuras 10G e 10H, respectivamente).
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Figura 10. Aspectos morfolégicos (A, B, C, D) e histoldgicos (E, F, G, H) dos calos d
de coloragéo branca (A, E), bege (B, F), marrom (C, G) e marrom escuro (D, H) de P.
echinata, apds 50 dias de inoculacdo em tratamento de multiplicacdo contendo 10 uM
de 2,4-D. Barras A, B,C,D=1cm; barras E, F, G, H = 100 yM.
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5.5 Efeito da presenca de ABA na maturacao dos diferentes tipos de calos

Na fase de maturacao foi testado o efeito da presenca e auséncia de
ABA utilizando-se trés tipos de calos: branco, bege e marrom. Devido ao fato
dos calos de coloragdo marrom e marrom escuro apresentarem caracteristicas
histologicas semelhantes ao final da fase de multiplicacdo, estes foram
considerados como marrom.

Apés 120 dias de cultivo foi avaliada a percentagem de calos que se
tornaram de coloragcéo verde ou apresentaram regidbes com coloracao verdes.
Comparando o tratamento controle e o tratamento com 25 yM ABA verificou-se
maior desenvolvimento de calos com coloracdo verde no tratamento controle,
para todos os tipos de calos utilizados. Na presenca de ABA, pode-se observar
que houve uma diminuicdo significativa no nimero de calos marrons que se

tornaram com coloracao verde (Figura 11).
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Figura 11. Percentagem de calos de P. echinata com coloragdo verde obtidos em
tratamento de maturacdo com ABA (0 e 25 uM) utilizando calos branco, bege e
marrom. Letras mailsculas diferentes denotam diferencas significativas entre os tipos
de calos para cada tratamento. Letras minusculas diferentes denotam diferencas
significativas entre os dois tratamentos para cada tipo de calo. Médias seguidas da
mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si de acordo com o teste SNK (P<
0,05). CV = coeficiente de variagdo. (n = 80, CV = 72,87%).
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Durante a fase de maturagéo foram realizadas avaliagbes morfologicas e
histolégicas a cada trinta dias de cultivo com objetivo de acompanhar o
desenvolvimento celular presente nos calos. Nos primeiros 30 dias de cultivo,
0 tratamento controle jA& apresentava alguns calos com regides verdes,
independente do tipo de calo inoculado (Figura 12A, 13A e 14A). Por outro
lado, o tratamento com 25 uM de ABA apresentou menor quantidade de calos
com essas caracteristicas (Figura 121, 13l e 141).

O numero de calos verdes no tratamento controle foi aumentando ao
decorrer do tempo, estabilizando ao final de 120 dias, e a maioria dos calos
inoculados nesse tratamento tornaram-se com coloragdo verde ou
apresentaram regides de cor verde (Figura 12D, 13D e 14D). No tratamento
com ABA, no entanto, verificou-se menor quantidade de calos com esta essa
coloracédo (Figura 12M, 13M e 14M).

Comparando os calos inoculados nos dois tratamentos verificou-se que
ao decorrer do tempo, os calos inoculados no ABA, independentemente do tipo
de calo inicial, apresentaram regides verdes em tons mais claros e com
aspecto de granulos, caracteristico de calos embriogénicos, diferentemente das
regides verdes formadas nos calos inoculados no tratamento controle, que
apresentaram um tom de verde mais forte e sem a presenca de regides com
granulos .

Andlises histolégicas mostraram que os diferentes tipos de calos
seguiram um padréo histolégico semelhante em cada tratamento (presenca ou
auséncia de ABA). Nos calos inoculados no tratamento controle, observou-se
dois tipos de células: células alongadas, altamente vacuolizadas e com grande
espaco entre si, e células menores (Figuras 12, 13, e 14E-H). Nos calos
inoculados no tratamento com ABA, observou-se grupos de células pequenas,
isodiamétricas, pouco vacuolizadas, com citoplasma denso e nucleos
evidentes, sugerindo que estas células estdo em divisdo celular, formando

areas meristematicas periféricas (Figuras 12, 13 e 14N-Q).
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Dias

Figura 12. Aspectos morfologicos e histologicos dos calos de P. echinata do tipo
branco ap6s 30 (A, E, e N), 60 (B,F,Je O),90 (C, G, LeP)e 120 (D, H, M e Q) dias
de inoculacédo em tratamentos de maturacdo (0 e 25 uM de ABA). Barras A, B, C, D =
1 uM; Barras E, F, G, H=100 uM.
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Dias

Figura 13. Aspectos morfoldgicos e histolégicos dos calos de P. echinata do tipo bege
apos 30 (A,E, 1 eN),60 (B,F,JeO),9 (C,G,LeP)e 120 (D, H, M e Q) dias de
inoculacdo em tratamentos de maturacdo (0 e 25 yM de ABA). Barras A, B, C,D =1
MM; Barras E, F, G, H=100 yM.
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Figura 14. Aspectos morfologicos e histologicos dos calos de P. echinata do tipo
marrom apos 30 (A, E, e N), 60 (B, F,Je O), 90 (C, G, Le P) e 120 (D, H, M e Q)
dias de inoculagéo em tratamentos de maturacéo (0 e 25 uM de ABA). Barras A, B, C,
D=1 uM; Barras E, F, G, H = 100 uM.
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Figura 15. Detalhes dos aspectos histol6gicos dos calos de P. echinata ap6s 90 dias
de inoculacdo em tratamentos de maturacéo 0 (A) e 25 uM de ABA (B). Barras A, B, C,
D=1 uM; Barras E, F, G, H = 100 puM.

5.6 Conteudo endogeno de PAs em calos obtidos na fase de maturacao

Na fase de maturacdo, os conteudos de PAs livres foram analisados
para os trés tipos de calos aos 120 dias de incubacgéo nos tratamentos controle
e com 25 yM ABA (Figura 15).

Ao analisar o conteudo enddgeno de PAs individualmente verificou-se
que o tratamento com ABA resultou em alteracdes no contetudo de PAs livres.
Tanto o contetdo de Put livre quanto o de Spd livre apresentaram diferencas
significativas entre os tratamentos, sendo maior em calos do tipo branco e bege
inoculados com 25 yM ABA (Figura 15A). Por outro lado, o conteudo de Spm
nao foi afetado pelo tratamento com ABA.

O conteddo de PAs totais também foi significativamente superior nos
calos do tipo branco e bege incubados no tratamento com 25 yM de ABA

(Figura 16A). A razdo das PAs livres foi afetada pelos tratamentos,
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observando-se um aumento no valor desta razdo em calos brancos tratados

com 25 yM de ABA e uma reducao nos calos marrons (Figura 16B).
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Figura 16. Conteudo (ug g* de MF) de putrescina (A), espermidina (B) e espermina
(C) em calos de P. echinata com 120 dias de incubacdo em tratamentos de maturacao
com ABA (0 e 25 uM). Letras maiusculas diferentes denotam diferencas significativas
entre os tipos de calos em cada tratamento. Letras minUsculas diferentes denotam
diferencas significativas entre os tratamentos para cada tipo de calo. Médias seguidas
da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si de acordo com o teste SNK (P<
0,05). CV = coeficiente de variacdo. (n = 3, CV A = 24,43%, CV B = 12,41%, CV C=

24,93%).
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Figura 17. Conteudo (ug g de MF) de PAs livres totais (A) e razdo da PAs
[Put/(Spd+Spm)] (B) em calos de P. echinata com 120 dias de incubacdo em
tratamento de maturacdo com ABA (0 e 25 pM). Letras mailsculas diferentes denotam
diferencas significativas entre os tipos de calos em cada tratamento. Letras minusculas
diferentes denotam diferencas significativas entre os tratamentos para cada tipo de
calo. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si de acordo
com o teste SNK (P< 0,05). CV = coeficiente de variacdo. (n = 3, CV A =17,13%, CV

B = 23,32%).

41



6. DISCUSSAO

Um dos fatores que influenciam no sucesso da obtengdo da
embriogénese somatica esta relacionado a origem e ao tipo de explante
utilizados. Varios tipos de explantes tém sido utilizados para plantas lenhosas,
entre eles embrides zigoticos imaturos, devido sua natureza juvenil com alto
potencial regenerativo (Guan et al., 2016; Isah, 2016; Morais et al., 2012). O
presente estudo possibilitou a formacgéo de calos de P. echinata, usando como
fonte de explante sementes imaturas contendo embrifes zigoticos. Embora os
resultados ndo tenham apresentado diferenca significativa quanto a idade do
explante utilizado, foi possivel visualizar a eficiéncia do uso de sementes
imaturas contendo embrides zigéticos como fonte de explante. Nestes sentido,
este estudo corrobora com relatos descritos na literatura, mostrando que a fase
de desenvolvimento do explante tem grande influencia no processo de
diferenciacéo celular e que explantes oriundos de 6rgdos mais jovens sdo mais
indicados para obtencdo da embriogénese somatica (Benson, 2000; Gaj, 2004;
Werner et al., 2009).

A patrticipacdo de reguladores de crescimento € considerada um fator
crucial na determinacdo da embriogénese somatica (Jiménez, 2005; Kumria et
al., 2003). A necessidade de suplementacdo do meio de cultura com auxinas e
citocininas foi intensamente estudada e é relatada por diversos autores (Feher
et al., 2003; Morais et al., 2012). Nesse trabalho, os resultados mostram que o
2,4-D é importante para a inducdo de calos in vitro de P. echinata, no entanto
na auséncia de 2,4-D, também foi observada a inducéo de calos, apesar de em
baixa percentagem. Estes dados sédo fundamentais no estabelecimento de um
protocolo de regeneracao in vitro para essa espécie. Uma vez que, permite
baixar os custos e as etapas do processo. A influéncia dos reguladores de
crescimento, especialmente o uso de auxinas como o 2,4-D, esta relacionada
diretamente a regulacdo do ciclo celular e a expressdo da rota morfogenética
ligada a embriogénese somatica. A acdo dessa auxina provoca uma resposta
celular, incluindo a reorganizacdo da estrutura celular, o arranjo da cromatina e
a expressdo génica, alterando a determinacdo e conferindo competéncia

embriogénica as células (Fehér, 2015; Jiménez, 2005). Tem sido sugerido
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também que essa auxina é necessaria para formacdo de agregados
embriogénicos, sendo fundamental para iniciacdo da calogénese (Komamine et
al., 1992). Neste sentido, a adicdo do 2,4-D é fundamental para induzir a
divisdo celular a partir de células do explante, obtendo-se células com
caracteristicas meristeméaticas, ou seja, células pequenas, isodiamétricas, com
citoplasma denso e nucleo evidente, as quais sdo fundamentais para a
obtencéo de culturas embriogénicas (Silveira et al., 2013; Tovar Rocha et al.,
2016).

No que se refere a morfologia dos calos, verificou-se que todos os
tratamentos apresentaram formacdo de calos em diferentes cores: branco,
bege, marrom e marrom escuro. Também houve uma pequena inducdo de
calos no tratamento controle, em explantes com 3 semanas apos a floracéo,
que diferentemente dos outros tratamentos, apresentaram uma coloracao
verde. De modo geral, os calos brancos apresentaram uma textura frivel e as
outras cores de calos uma textura mais compacta. Resultado semelhante foi
observado em calos de P. echinata (Costa, 2018; Werner et al., 2009). Embora
o tratamento com adicdo de BA tenha proporcionado um melhor crescimento
dos calos, analises morfologicas e histologicas permitiram verificar que nos
calos induzidos no tratamento suplementado com 10 uM de 2,4-D, houve a
ocorréncia de regides com células pequenas e isodiamétricas, que podem levar
a formacdo de areas meristematicas, mostrando que estes calos, a depender
dos estimulos sdo competentes para formar embrides.

As rotas morfolégicas durante a multiplicacdo também podem ser
influenciadas pela adicdo de reguladores de crescimento (Steiner et al., 2005).
Neste estudo, as culturas celulares passaram por um ciclo de multiplicagdo em
meio de cultura suplementado com 10 uM 2,4-D, que foi o tratamento testado
durante a fase de inducdo que apresentou culturas com melhor aspecto
histomorfol6gico no desenvolvimento celular. Ao final de 50 dias, os calos
apresentaram caracteristicas semelhantes. Todos os calos apresentaram a
porcao inicial mais escurecida e uma consisténcia compacta, com regiées de
crescimento celular de consisténcia friavel e cor branca. Histologicamente,
pode-se confirmar essas semelhancas.

A fase de maturacdo da embriogénese somatica corresponde a

progressdo das fases inicias para as fases tardias de desenvolvimento dos
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embribes somaticos. Essa fase consiste em interromper os ciclos repetitivos de
divisdo celular e fornecer estimulos fisioldgicos, bioquimicos e ambientais para
a diferenciacéo celular, para que os se originem embriées somaticos maduros
(Carvalho et al., 2014; Douétts-Peres et al., 2016; Santa-Catarina et al., 2007).
Durante a maturagdo os embrides somaticos acumulam substancias de
reserva, reduzem a atividade metabdlica e adquirem tolerancia a desidratacao.
Uma das limitacdes do uso da embriogénese somatica em arbodreas é a baixa
taxa de maturacdo e regeneracdo dos embrides (Von Arnold et al., 2002).
Estudos sugerem que a suplementacdo do meio de cultura com determinados
reguladores de crescimentos, como ABA, pode estimular o desenvolvimento
dos embrides, uma vez que, suas funcdes sdo bem conhecidas na literatura,
devido a suas atividades ligadas ao crescimento vegetal e dorméncia e
germinacado de sementes (Eckardt, 2002; Feher et al., 2003; Steiner et al.,
2008; Zimmerman, 1993). No presente trabalho, a adicdo de ABA possibilitou a
formacdo de regides verdes com aspecto granular, as quais apresentaram
caracteristicas de regibes meristematicas, nas quais podem possibilitar a
formacéo de embrides somaticos. Em P. echinata foi mostrada a formacao de
embribes somaticos em estadios iniciais de desenvolvimento quando utilizado
ABA, a partir destas regides verdes granulares. Por outro lado, no tratamento
controle, sem adicdo de ABA, as regides verdes formadas apresentaram
apenas proliferacdo celular e células com caracteristicas ndo meristematicas
(Costa, 2018). Esses resultados reforcam a necessidade da realizacdo de mais
estudos relacionados a interacao, ativacao e inibicdo pelo ABA, nos quais, sdo
fundamentais para entendimento e aprimoramento da embriogénese somatica
em P. echinata.

Durante o desenvolvimento da embriogénese somaética, Vvarios
compostos desempenham papeis fundamentais. Um desses compostos sao as
PAs. As PAs sao moléculas alifaticas de baixo peso molecular amplamente
encontradas nos vegetais, onde estdo envolvidas em varios eventos celulares
como a sintese protéica, divisdo e diferenciacdo celular, morfogénese,
organogénese e embriogénese somatica (Aragao et al., 2018; Baron e Stasolla,
2008; Santa-Catarina et al., 2006). As principais PAs encontradas em plantas
sdo a Put, Spd e Spm e sua concentracéo varia dependendo da espécie, 6rgao
ou tecido vegetal (Kuznetsov et al.,, 2006). Nesse trabalho, o conteudo

44



endogeno das PAs livres foi analisado em todas as fases: explantes, inducéo,
multiplicacéo e maturacéo das culturas embriogénicas.

Poucos estudos na literatura mostram a analise de PAs nos explantes
utilizados para a indugéo de calos. Neste estudo, as sementes imaturas usadas
como fonte de explantes apresentam diferencas no conteddo de PAs. A Put
livre foi a PA predominante nessa fase, seguidas de Spd e Spm. Maiores
conteudos dessa PA foi verificado no explante 2, coletado com 4 semanas
apos a floracdo. Por outro lado, os explantes 1 e 3, coletados com 3 e 5
semanas apos a floracdo, ndo apresentaram diferencas significativas no
conteudo de PAs. Este resultado pode estar associado com a resposta
observada in vitro, no qual explantes com 4 semanas apoés a floragéo propiciou
um maior desenvolvimento de calos comparativamente aos explantes 1 e 3 (3 e
5 semanas ap0s a floracdo). As PAs sao consideradas reguladores do
processo de embriogénese nos angiospermas e gimnospermas e um aumento
no contetdo de PAs é necessario para esse processo (Chen et al.,, 2018).
Estudos em A. angustiflia relacionam o aumento nos niveis de Put com a
ativacdo da divisdo celular. Foi sugerido que esse aumento promove O
crescimento das culturas celulares, sendo importante na fase de multiplicacéo.
Por outro lado, um aumento nos niveis de Spd e Spm estaria relacionado a
fase de maturacdo das culturas celulares, indicando que essas PAs exercem
um papel importante no desenvolvimento adequado dos embrides (Santa-
Catarina et al., 2007; Silveira et al., 2006; Steiner et al., 2005).

Os resultados obtidos neste estudo mostraram alteracfes significativas
nos contetdos enddgenos das PAs durante a fase de inducdo das culturas
embriogénicas, foi verificado um aumento nos niveis de Put livre nos calos
brancos do tratamento com 10 yM da auxina 2,4-D associada com 1 yM da
citocinina BA e nos calos beges do tratamento com 10 yM de 2,4-D, enquanto
0s niveis de Spd e Spm permaneceram iguais para todos os tratamentos. Este
resultado, como ja descrito na literatura, sugere que Put atua na divisao celular,
promovendo o crescimento das massas pro-embriogénicas (Minocha et al.,
2004). Este maior conteudo de Put observado em calos incubados com a
adicao de auxina ao meio de cultura pode ter proporcionado a inducao de calos
em P. echinata. Em relagdo ao conteudo de PAs total livre verificou-se o
mesmo observado para Put livre. Por outro lado o contetdo da razao das PAs
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livres foi superior somente nos calos de coloracao bege tratados com 10 uM de
2,4-D. Em contrapartida, a comparacdo do conteudo das PAs livres entre as
cores dos calos inoculados durante a fase de multiplicagdo, mostrou que os
niveis de Put foram maiores nos calos marrons escuros e os niveis de Spd e
Spm tiveram pouca variagéo dependendo da cor do calo.

Analisando as PAs individualmente durante a fase de maturacéo, pode-
se observar que os niveis de Put livre foram maiores nos calos brancos
tratados com ABA, sugerindo que as células desses calos estavam apenas em
proliferam celular e ndo apresentavam caracteristicas de evolucdo para
embribes somaticos. Por outro lado, os calos beges tratados com ABA
apresentaram um aumento nos niveis de Spd e Spm, esse aumento pode estar
relacionado ao fato desses calos apresentarem células com uma maior
capacidade de resposta aos estimulos hormonais do meio. Santa-Catarina et
al. (2007) mostraram que a adicdo de PAs afetou o desenvolvimento da
embriogénese somatica em O. catharinensis e que Spd e Spm estimularam o
desenvolvimento e maturacdo dos embribes somaticos. O contedudo de PAs
livres totais dessa fase foi similar ao observado para Put livre, sendo superiores
nos calos brancos, ja a razdo das PAs livres se manteve igual em todas as
cores de calos tratadas com ABA. Os resultados obtidos nesse trabalho
reforcam a necessidade de novos estudos relacionados a maturagéo dos calos
embriogénicos de P. echinata, visando obter embrides somaticos nos

diferentes estadios de desenvolvimento para essa espécie.
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7. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos no presente estudo, pode-se concluir que
a fase de desenvolvimento do explante tem grande influencia no processo de
obtencdo da embriogénese soméatica e que a melhor fonte de explantes para
inducéo de calos de P. echinata, sdo sementes imaturas contendo o embrido
zigotico coletadas com 4 semanas apos a floracdo. Foi observado também que
0 uso da auxina 2,4-D é importante para a inducédo de calos com caracteristicas
meristematicas, que permitem a obtencao de culturas embriogénicas, mas que
a inducao de calos pode ocorrer sem necessidade de suplementacdo do meio
com reguladores de crescimento, quando se utiliza sementes mais novas, ou
seja, explantes 1, com trés semanas apoés a floracdo. Comparando a cor dos
calos, o calo de coloracdo bege apresentou células com caracteristicas
meristematicas, as quais podem ter maior capacidade de formar embrides

somaticos.
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