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RESUMO

Durante grande parte do século XX a Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze,
Araucariaceae), foi a espécie madeireira nativa mais. importante do sul do Brasil
\tualmente, restam pequenos fragmentos desta espécie. Neste sentido, se faz necessario o
lesenvolvimento de técnicas que viabilizem a conservagdo e o melhoramento genético. Em
.oniferas, a embriogénese somatica destaca-se como uma alternativa viavel para a obtengdo
le genotipos elite, permitindo a captura e a fixagdo do ganho genético e a propaga¢ao massal
le genotipos superiores. No presente trabalho, estudaram-se alguns pontos de controle do
jesenvolvimento embrionario em 4. angustifolia, visando o estabelecimento de um protocolo
»ara a obtengdo de embrides somaticos. Culturas embriogénicas foram induzidas a partir de
smbriGes zigodticos pré-cotiledonares excisados de sementes provenientes de trés diferentes
sen6tipos, em cinco datas de coleta. Os embrides zigbticos foram inoculados em meio de
sultura indutivo LP (von Amnold & Eriksson, 1981) e BM (Gupta & Pullman, 1991)
suplementados ou ndo com 2,4-D (5 uM), BAP (2 uM) e Kin (2 pM). A maior freqiiéncia de
ndugdio de culturas embriogénicas foi obtida na primeira coleta (23,33 %) e o genétipo B
ipresentou a melhor performance (19,99 %). O genétipo da planta doadora e o estadio de
jesenvolvimento do explante influenciaram significativamente a freqiiéncia de indugdo. A
‘ormulagdo salina empregada e a presenga ou nio de fitorreguladores (2,4-D, BAP ¢ Kin) ndo
nfluenciaram significativamente a freqiiéncia de inducdo. Na fase de manutenc3o, as culturas
>mbriogénicas foram mantidas em ciclos continuos de subcultivo (20 dias) em meio semi-
solido ou liquido. Nas culturas embriogénicas induzidas na presenga de fitorreguladores
atilizou-se o meio de cultura LP ¢ BM suplementados com 2,4-D (2 pM), BAP (1 pM) e Kin
(1 uM). Culturas embriogénicas induzidas sem a suplementagdo de fitorreguladores foram
subcultivadas no mesmo meio de cultura utilizado na fase de indugdo. Analises histoquimicas
das culturas embriogénicas evidenciaram tipos celulares distintos e pro-embrides somaticos
em diferentes estadios de desenvolvimento. Na fase de maturagdo, foram testados fontes e
niveis de fitorreguladores: ABA (0-60 pM), BAP (0-2,5 uM) e Kin (0-2,5 uM); agentes
osmoticos PEG 3350 (0-9 %), PEG 8000 (0-6 %), BSA (0-3 g.L'l) e inositol (0-1 %); maltose
(0-9 %). Dos tratamentos testados, apenas a combinagdo de PEG 3350 (6-9 %) e maltose (6-9
%) foi efetiva no desenvolvimento de embriGes somaticos nos estadios 1 e 2 de
desenvolvimento. Durante a fase de manutengdo, foram realizados estudos sobre alguns
parametros de crescimento de suspensdes celulares de linhagens celulares embriogénicas
induzidas e mantidas ou no na presenga de fitorreguladores (2,4-D, BAP e Kin). Analisou-se
o crescimento das linhagens celulares embriogénicas através da técnica de sedimentagdo,
determinagdo dos valores de pH e concentragio de glucose no meio de cultura e quantificagdo
de proteinas extracelulares. Além disso, foi determinado o perfil protéico das linhagens
celulares embriogénicas induzidas e mantidas ou nio com fitorreguladores (2,4-D, BAP e
Kin), e de embrides zigéticos cotiledonares e seus respectivos megagametofitos através de
eletroforese em gel de poliacrilamida. Apos 42 dias de cultivo, as suspensdes celulares
BM,202 ¢ BM,212 apresentaram um crescimento médio semelhante (0,92 e 0,95 mL/dia
respectivamente), contudo o padréo de desenvolvimento nas fases da curva de crescimento foi
diferenciado. O valor do pH do meio de cultura nas suspensdes celulares BMp202 e BM;212
sofreu uma queda progressiva ao longo do periodo de cultivo, mantendo-se em niveis mais
altos na suspensdo isenta de fitorreguladores (BMo202). O perfil de concentragdo de glucose
no meio de cultura também foi diferenciado nas suspensdes BM202 e BM;212, entretanto
ficou evidente para as duas suspensdes celulares o consumo preferencial de frutose nos
estadios inicias de crescimento. O perfil de excre¢do de proteinas extracelulares foi similar



»ara as suspensdes celulares BM202 e BM;212 contudo, nos periodos de cultivo analisados,
1 concentragio de proteinas extracelulares foi maior na suspensio celular isenta de
jtorreguladores (BM,202). A eletroforese de proteinas totais revelou ndo haver grandes
fiferencas no perfil protéico apresentado entre as linhagens celulares embriogénicas mantidas
1a presenga ou auséncia de fitorreguladores, tanto para os megagametofitos quanto para os
smbrides zigoticos cotiledonares. Entretanto, quando se compararam 0S perfis apresentados
selo material in vivo e in vitro foram encontradas claras diferencas nos perfis protéicos, sendo
sstas diferencas provavelmente relacionadas a estadios especificos do desenvolvimento

3mbrionz'1rio.



ABSTRACT

During great part of the XX" century, 4. anmgustifolia (Bert.) O. Kuntze
(Araucariaceae) was the most important woody species from South Brazil. Nowadays, only
relicts of the natural vegetation with this species are found. Therefore, it is necessary the
development of techniques to provide it's conservation and genetic improvement. In conifers
somatic embryogenesis is a reliable option for obtains elite genotypes, allowing the capture
and fixation of the genetic gain and the massal propagation of selected genotypes. In the
present work, controls points of the embryogenic development in A. angustifolia were
studied, seeking the establishment of a somatic embryogenesis protocol. Embryogenic
cultures were initiated from pre-cotyledonary zygotic embryos excised from seeds proceeding
from three different genotypes and five harvest dates. Zygotic embryos were inoculated in
inductive culture medium LP (von Arnold and Eriksson, 1981) and BM (Gupta and Pullman,
1991) supplemented or not with growth regulators 2,4-D (5 uM), BAP (2 uM) and Kin (2
uM). The highest induction frequency of embryogenic cultures was obtained in the first
harvest date (23,33 %) and the B genotype showes the best performance (19,99 %). The
genotype of the mother tree and the developmental explant stage affected the induction
frequency. The basal medium composition and the presence or absence of growth regulators
did not influence the induction frequency. In the maintenance phase, embryogenic cultures
were maintained at continuous repetitive cell cycles (20 days) in semi-solid or liquid medium.
Embryogenic cultures initiated in the culture medium with growth regulators were maintained
on LP and BM culture medium supplemented with 2,4-D (2 uM), BAP (1 uM) and Kin (1
uM). Embryogenic cultures initiated in culture medium without growth regulators were
maintained in the same culture medium composition used in the induction phase.
Histochemical staining of embryogenic cultures demonstrated different cell types and somatic
pro-embryos with different stages of development. In the maturation phase, it was tested
different types and levels of growth regulators ABA (0-60 uM), BAP (0-2,5 uM), and Kin (0-
2,5 uM); osmotic agents PEG 3350 (0-9 %), PEG 8.000 (0-6 %), BSA (0-3 g.L") and inositol
(0-1 %); maltose (0-9 %). Only the treatment containing PEG 3350 (6-9 %) and maltose (6-9
%) was effective for the progression of somatic embryos to developmental stages 1_and 2.
During the maintenance phase, it was studied some growth parameters in embryogenic cell
lines maintained in the presence or absence of growth regulators. It was evaluated the growth
of embryogenic cell lines through sedimentation technique, determination of pH values and
glucose levels in the cell suspension medium, as well the quantification of extracellular
proteins. Furthermore it was assayed the protein profile of embriogenic cultures initiated and
maintained in culture medium with or without growth regulators, as well cotyledonary zygotic
embryos and megagametophytes through polyacrilamide gel electrophoresis. After 42 days of
culture, embryogenic cell suspension lines BMg202 and BM;212 showed similar growth
pattern (0,92 and 0,95 mL/day respectively), however the growth profile in the phases of the
growth curve was different. The pH value in the cell suspension medium of both, the BM202
and BM,212 undergo progressive reduction during culture period, showing high levels in the
cell suspension medium free of growth regulators (BM202). Also, the glucose concentration
profile in cell suspension medium was different in both cell suspension lines, BMy202 and
BM,212. It was evident for the two suspension lines the preferential consumption of fructose
in the initial stage of the growth curve. Extracellular protein profile was similar to
embryogenic cell suspension lines BM202 and BM;212. However, in the evaluated culture
period the concentration of extracellular proteins was superior in the cell suspension medium
free of growth regulators (BM,202). Protein electrophoresis did not reveal differences in the
protein profile in embryogenic cell lines maintained in culture medium with or without grow



egulators, as well as for megagametophytes and zygotic embryos. However, when comparing
rotein profile in vivo and in vitro material it was possible to detect differences in the protein

yrofiles.



SITUACAO DO PROBLEMA
Consideracdes sobre a espécie

A Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze, ¢ uma espécie arborea da familia
Araucariaceae. E conhecida pelos nomes comuns de pinheiro-do-parana, pinheiro brasileiro,
araucaria ou pinheiro, sendo a Unica espécie de seu género com ocorréncia natural no Brasil
(Shimizu & Oliveira, 1981). Arvore de tronco reto, com 10 a 35 metros de altura e didmetros
de 50 a 120 centimetros, excepcionalmente mais, com uma copa corimbiforme que emerge do
dossel, imprimindo a formag@o uma aparéncia caracteristica (Jarenkow, 1999). Sua madeira,
cuja tonalidade vai do amarelado ao pardacento, tem superficie brilhante sendo leve e macia
(Longhi, 1993). _

Esta espécie fornece madeira de alta qualidade para construgdes em geral, trabalhos de
caixotaria, fabricagio de méveis, laminados, polpa e outros usos. Sua madeira contém 58,3%
de celulose e 28,5% de lignina, produzindo papel de alta qualidade. A resina exsudada
principalmente da casca, serve para a fabricagio de vernizes, terebentina, acetona, acido
pirolenhoso e outros produtos quimicos. As sementes apresentam alto valor nutricional e s&o
consumidos por humanos, animais domésticos e pela fauna silvestre (Carvalho, 1994;
Shimizu & Oliveira, 1981).

A araucaria foi, durante parte 51gmﬁcat1va deste século, a espécie madeireira nativa
mais importante do sul do Brasil (Guerra, 1993). A exploragdo das reservas naturais da 4.
angustifolia obrigou 0 governo brasileiro a encorajar programas de reflorestamento com
espécies exoticas de coniferas, principalmente Pinus elliottii e Pinus taeda. Para A.
angustifolia, a prioridade agora é a conservagio das populagdes naturais remanescentes € O
estabelecimento de programas de melhoramento visando implantar projetos de

reflorestamento competitivos (Guerra et al., 1999b).
Caracteristicas botanicas

A araucaria é uma planta didica, as vezes mondica, provavelmente por trauma ou
doenca, com flores unissexuadas (Reitz et al., 1978). Os cones masculinos podem ter del0a
13 centimetros de comprimento (Seward & Ford, 1905). Os cones femininos sao de_formato
globoso-ovoide, com consisténcia lenhosa e podem alcangar um didmetro entr;: 20-25

centimetros (Rizzini, 1976). Ocorrem normalmente de 400-500 esporofilos em um cone,



antretanto ndo mais do que um em vinte espordfilo € fertil. Dos que chegam a formar ovulos,
muitos ndo maturam (Burlingame, 1914).

O ciclo reprodutivo da A. angustifolia desde o carpelo primordial a semente
compreende um periodo de aproximadamente quatro anos. Os estrobilos femininos iniciam
seu desenvolvimento entre agosto e outubro do primeiro ano. O amadurecimento do pélen e a
realizagdo da polinizagdo se efetua no més de setembro do segundo ano. A fecundagdo ocorre
entre os meses de outubro e dezembro do terceiro ano de desenvolvimento. Por fim, no
periodo compreendido entre os meses de fevereiro e maio do quarto ano de desenvolvimento,

ocorre o amadurecimento dos cones com posterior queda das sementes (Mattos, 1994).
Ecologia

A araucaria é uma planta perenifolia, heliofita, pioneira, caracteristica de regides de
altitude onde forma as chamadas "matas de pinhais” (Lorenzi, 1992). Em condi¢des naturais,
nas formagdes florestais primérias, o pinheiro pode apresentar o comportamento de
secundaria inicial, com regeneragdo natural ocorrendo apenas nas margeﬁs das florestas ou em
clareiras grandes (Klein, 1960; Carvalho, 1994).

Segundo Reitz et al., (1978), a falha nos métodos empregados e a falta de melhores
informes ecologicos desta espécie sobretudo no que diz respeito ao "habitat", & qualidade e
profundidade dos solos e clima sdo os pnncxpals responsaveis pelo insucesso de alguns dos

reflorestamentos realizados no Bras11
Distribuicio geografica

A ocorréncia natural da 4. angustifolia no Brasil esta limitada as latitudes 19° 15’S e
31° 30°N e as longitudes 41° 30°W e 54° 30°L (Seitz, 1986). A espécie 6 restrita a altitudes
acima de 500 metros ocorrendo originalmente nos Estados do Parana (40%), Santa Catarina
(31%) e Rio Grande do Sul (25%) e como manchas esparsas no sul de Sdo Paulo (3%),
internando-se até o sul de Minas Gerais e Rio de Janeiro, em areas de altitudes elevadas (1%)
(Carvalho, 1994).

Atualmente as Matas de Araucaria apresentam um carater relictual, pois acerca de
4.000 anos, quando havia maior dominio de massas de ar polares em baixas latitudes na

América do Sul, essas florestas estendiam-se até latitudes proximas a 19° S (Filho & Kraus,



1999). Segundo Jarenkow (1999), evidéncias paleoambientais sugerem que durante a ultima
slaciagdo pleistocénica, o clima no planalto era mais frio e seco, sendo a forma relictual deste
seriodo. Nas condigdes climaticas atuais, 0 campo estaria cedendo espago aos pinhais, e estes

is florestas de caréater mais tropical.
Histérico

A floresta de araucaria foi praticamente eliminada no inicio deste século devido o
corte de toras para exportacdo (Ondro et al., 1995). De Hoogh (1981) levantou que em 1971,
de 75 a 80 % do consumo de madeira para serraria era suprido pela floresta de araucaria. Em
1975, a exportagdo chegou a 165 mil toneladas de madeira beneficiada e, em 1978, gerava
aproximadamente US$ 25 milhSes, somente para 0 estado do Parané..Jé no periocio de 1970 a
1978 a produgio de madeira industrializada de pinheiro brasileiro alcangava 2,5 milhdes de
m’>. Para suportar esta produgdo, 6.500 hectares de florestas primarias e 22.700 hectares de
florestas secundarias foram exploradas anuaimente entre 1974 e 1978 (De Hoogh, 1981).

As florestas de araucaria ocupavam originalmente uma area de 182.295 km?. Hoje
encontram-se apenas fragmentos de vegetagdo, 0,7 % (Longhi, 1993); 1 % (Lima &
Capobianco, 1997) e 1 a 2 % (Guerra et al, 1999b) de sua area original. Esta espécie esta
incluida na lista oficial do IBAMA de espécies brasileiras é.meagadas na categoria de

vulneravel.
Familia Araucariaceae

Arducariaceae ¢ uma familia primitiva das gimnospermas nativa do hemisfério sul
(Francis, 1988). A familia consiste de trés géneros bem definidos: Araucaria, Agathis e
Wollemia (Setoguchi et al., 1998).

Apesar de sua distribuigdo atual ser restrita ao hemisfério sul, a familia Araucariaceae
foi muito bem diversificada e amplamente distribuida em ambos os hemisférios durante a era
mezosdica (Setoguchi et al, 1998). Este fato, aliado a maior dimensio do cone
microsporangiado em comparagio ao megasporangiado e a evidente transi¢io do espordfilo
sio considerados indicadores de um interessante e provavel grupo primitivo (Thomson,

1907).



Embriogénia em Araucariaceae

A familia Araucariaceae apresenta em relagio as outras coniferas, caracteristicas
distintas de embriogénia (Kaur & Bhatnagar, 1983) e com alto grau de especializagdo
(Buchholz, 1920). O estadio de nucleo livre é relativamente retraido, com a presenca de 32 até
64 nicleos antes da divisdo interna do pro-embrido (Gifford & Foster, 1988). O nucleo livre
ndio migra para base da arquegdnia a exemplo do que acontece nas demais coniferas, € como
em Ginko biloba. O pro-embrido ocupa posigdo central na arquegdnia (Haines & Prakash,
1980). As células pro-embrionarias da fileira superior (pU) formam o suspensor (§), e as
células da fileira inferior (pE) originam a capa (c) e as células centrais do grupo embrional
(tE) (Fig. 1D-F) (Burlingame, 1915). Segundo Haines & Prakash, (1980) a principal diferenca
entre a embriogénia da familia Araucariaceae em relagdo as outras coniferas, ¢ que as células
da fileira mais inferior (pc) (Fig. 1D) ndo contribuem para formagdo do embrido, estando
associadas com a organizagdo da capa.

Dogra (1978) observou a auséncia de divisdo interna nas gimnospermas mais
primitivas, sugerindo a formag¢do de uma plano basal de desenvolvimento mais simples do
que o observado para as coniferas mais evoluidas (Fig. 2A-I). Entretanto, em Araucaria juss
(Haines & Prakash, 1980) e Agathis robusta (Kaur & Bhatnagar, 1983) a divisdo interna do
pré-embrido proporciona a formagdo do plano basal de desenvolvimento U.S.E., composto
pela fileira de células superior (U) fileira de células de suspensor (S) e fileira de células
embrionéria (tE) e células da capa (c) (Fig. 1F-H).

O numero de arquegdnias produzidas por um megagametofito simples em
Araucariaceae varia consideravelmente, dependendo da espécie (Gifford & Foster, 1988). Em
A. angustifolia, o megagametofito contém quatro células arquegoniais, as quais uma vez
fertilizados, podem originar um numero equivalente de complexos celulares pro-
embrionarios. Este fendmeno é denominado de poliembrionia simples ou poliembrionia
polizigotica (Dogra, 1978). Devido & competigdo, somente um destes pro-embrides (Fig. 1G)
ira se desenvolver em um embrio maturo (Gifford & Foster, 1988).

Nas coniferas existem duas formas de poliembrionia com respeito a origem dos
embrides: a) simples, devido a fertilizacgo de varias células ovo; e; b) clivagem, devido a
separagio da fileira apical de células em quatro embrides filamentosos (Fig. 2H-I) (Buchholz,
1926). Em Araucariaceae somente a poliembrionia simples tem sido observada (Haines &

Prakash, 1980).



Figura 1. Desenvolvimento do pré-embrido em Araucariaceae. A-B) desenvolvimento do
pré-embrido durante o estadio de nicleo livre. C) pré-embrido com nucleos livres
angulares e regularmente arranjados. D) pro-embrido primario. E) pré-embrido
primario sofrendo divisdo celular interna. F) pré-embrido secundario formado apos
a divisio interna. G) pro-embrido preenchendo totalmente a arquegbnia. H-I)
‘embrido zigdtico apds alongamento do suspensor. (pu) células pro-embrionérias da
fileira superior; (pc) capa priméria; (tpe) grupo embrional primario; (u) fileira de
células superior; (s) fileira de células de suspensor; (te). grupo embrional; () capa.
Adaptado de Buchholz (1920) e Haines & Prakash (1980).
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Figura 2. Desenvolvimento do pré-embriiio em Pinus sp. A-C) estadio de nicleo livre. C-
D) formagio de paredes celulares e do pré-embrido primario. E) pro-embrido
primario sofrendo divisdo celular interna. F) estabelecimento das trés regides do
pré-embrido secundario. G) alongamento das primeiras células suspensor
embrionarias. H) separagio do pré-embrido em quatro embrides potenciais
(poliembriogénese por clivagem) e formagdo de células suspensor embrionarias
adicionais. I) série de quatro embrides em competigdo, formados por clivagem. (pu)
células pro-embrionérias da fileira superior; (pe) fileira de células embrionarias
primarias; (u) fileira de células superior; (s) fileira de células do suspensor; (€)
fileira embrionaria; (es) células suspensor embrionérias; (a) apice embrionario.
Adaptado de Buchholz (1920) e Gifford & Foster (1988). ‘
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Melhoramento Florestal e Propagacao in vitro

- As florestas sio um dos mais importantes recursos naturais do mundo. Boa parte das
espécies florestais ainda encontram-se em estadios variados de domesticagio e melhoramento,
e assim, muita da madeira consumida atualmente ainda é proveniente de florestas naturais
(Sederoff, 1999). A diversidade e extensio das florestas mundiais estio em declinio, € a
tendéncia para o século 21 é que o consumo atual de madeira dobre. A fim de satisfazer esta
demanda crescente, -a produtividade florestal das terras atualmente utilizadas tera que ser
aumentada, enquanto que outras areas deverdo permanecer intocaveis (Gupta et al., 1993). O
desafio para o setor florestal ser4 manter a diversidade biologica natural nos ecossistemas
florestais em conjunto com os plantios florestais clonais compostos de genotipos
diversificados, selecionados para a produgdo de madeira e outros produtos florestais (Kriebel,
1995). |

Para atender a crescente demanda mundial por produtos florestais, existe a necessidade
da produgio massal de plantios com alta performance nas mais variadas espécies. O aumento
de produtividade ¢ alvo de todos os setores da érea florestal, ndo sO para atender o consumo
de uma populagdo atualmente em expansdo, mas também por contribuir para um sistema
sustentavel e, consequentemente, com estabilidade social e ambiental (Robinson, 1999).
Métodos convencionais de sele¢do e methoramento florestal oferecem apenas possibilidades
limitadas para suprir esta demanda crescente (Minocha & Minocha, 1995). Técnicas de
melhoramento convencional utilizando cruzamento controlado para transferéncia de
caracteres de interesse sio demorados e aliado ao longo ciclo reprodutivo das arvores tornam-
se um sério obsticulo para o methoramento florestal (Chalupa, 1990).

O uso da propagagio clonal e o emprego das demais técnicas biotecnologicas serdo os
principais responsaveis pela produgio dos plantios florestais necessarios para as necessidades
futuras (Thorpe & Harry, 1990). Como parte das modernas técnicas do melhoramento
florestal, a selecio clonal seguida pela propagagdo massal de gendtipos selecionados
representa a principal estratégia para captura do efeito ndo-aditivo dos genes e maximizagao
do ganho genético. Entretanto, esta estratégia tem sido impedida nas coniferas pela falta de
um eficiente sistema de propagagdo clonal (Isabel & Tremblay, 1995).

Técnicas de propagagio clonal incluem o uso da estaquia e a cultura de tecidos.
Destas, a propagagio por estaquia tem se mostrado pouco eficiente. As principais restrigdes

sio o declinio na capacidade de enraizamento com o envelhecimento do ortete € 0 limitado



namero de gemas que podem ser produzidas a partir de cada planta matriz (Hogberg et al.,
1998). Técnicas de cultura de tecidos podem eliminar estes problemas (Farmem e al., 1983).

As técnicas in vitro usualmente empregadas para a propagacdo clonal de coniferas,
incluem o desenvolvimento de gemas pré-existentes, a indugdo e o desenvolvimento de gemas
adventicias (organogénese), e mais recentemente, a indugio e desenvolvimento de embrides
somaticos (Attree et al., 1991). ‘

A propagagdo clonal in vitro via organogénese ¢é dificil e pouco eficiente para as
coniferas, e, portanto nio se constitui, ainda, numa opgdo viavel para aplicagdo comercial. A
embriogénese somatica, por outro lado, represénta uma alternativa para propaga¢do massal de
material melhorado geneticamente. Além disto, a criopreservagio de culturas embriogénicas
garante a manutengio da juvenilidade do material durante os testes de campo (Klimaszewska,

1995).
Embriogénese somatica

A embriogénese somatica, assexual ou adventicia é o desenvolvimento de embrides a
partir de células que ndo s3o o produto da fusdo de gametas (Attree et al., 1991). A exposigo
do tecido gamético ou somatico a certas condi¢des especificas de cultura, incluindo a
presenga no meio de cultura de uma auxina, pode proporcionar a indugo e diferenciagdo de
tecido embriogénico (Staxén et al., 1994). Divisio celular assimétrica, determinacﬁo' celular e
altera¢des na polaridade celular sdo condigdes basicas para iniciagdo dos embrides somaticos
(Dodeman et al., 1997). Dois padrdes gerais de desenvolvimento da embriogénese in vitro sdo
comumente distinguiveis (i) embriogénese direta: os embrides originam-se diretamente do
tecido matriz na auséncia de proliferagdo de calo; (i) embriogénese indireta: a proliferagdo de
calo é pré-requisito. para o desenvolvimento do embrido (Sharp et al, 1980, Guerra et al,
1999a) |

Em condi¢Bes in vitro, os embrides somaticos desenvolvem-se através de estadios
similares aos observados na embriogénese zigotica, exceto pelo fato de que os embriGes
somaticos nio tormmam-se dormentes e por nio ocorrer a formagio de integumentos e
endosperma para sua conservagio e germinagdo respectivamente (Dodeman ef al., 1997). (0]
fato de que a estrutura e o desenvolvimento de embrides normais possam ser desenvolvidos a
partir de células somaticas, demonstra que a programacdo genética para a embriogénese. e sua
elaboragdo estio totalmente contidas dentro da célula e podem funcionar completamente na

auséncia de produtos génicos provenientes do ambiente materno (Zimmerman, 1993).
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A regeneragdo de plantulas através da embriogénese somatica pode ser divida em
quatro passos: (1) iniciagdo de embrides somaticos a partir do explante primario, (2)
proliferacio das culturas embriogénicas, (3) maturagdo dos embrides somaticos e (4)
regeneragio de plantulas a partir de embrides somaticos (von Arnold et al., 1996).

Uma estratégia geral a ser empregada para a indugdo e modulagdo da embriogénese
somatica encontra-se esquematizada na figura 1. O primeiro passo consiste em determinar na
planta matriz a methor fonte de explaqtes. No ciclo A, um embrido zigético, em estadio inicial
de desenvolvimento, ¢ excisado e inoculado em meio contendo 2,4-D. Estas culturas sdo
normalmente mantidas no escuro € geram complexos ou massa celulares pro-embrionérias,
que por processos de embriogénese repetitiva, resultam em um ciclo repetitivo de divisdes
celulares, formando complexos celulares suspensor-embrionarios. Biorreatores podem - ser
empregados para a produgdo em larga escala das culturas nesta fase. No ciclo B, esses pro-
embrides s3o estimulados a prosseguir o seu desenvolvimento pela retirada das auxinas no
meio, ou pela inclusio de ABA, citocininas e de agentes que promovam um estresse
osmotico. Nesta fase as culturas sio mantidas em condi¢des de luminosidade. Esse ciclo de
maturacdo forma embrides somaticos que podem ser convertidos & plantas, ou que podem
entdo serem encapsulados para obtengio de sementes sintéticas (Guerra ef al, 1999a).

O uso da embriogénese somatica permite elucidar questdes referentes aos eventos
inicias da formagdo do embrido (Binarova et al., 1996), proporciona a propagac¢do de material
vegetal in vitro e a produgio de sementes artificiais (Osuga & Komamine, 1994).
Adicionalmente, o uso de sementes sintéticas permite o armazenamento, a longo prazo, de
germoplasma via criopreservagdo e o estabelecimento de bancos de germoplasma para
manutengio de linhagens de germoplasma elite (Jain & Ishii, 1997). Entretanto, do ponto de
vista florestal o principal motivo para o desenvolvimento da techologia da embriogénese
somatica esta no seu potencial para multiplicagdo de plantas transgénicas (Kriebel, 1995) e no

estabelecimento de florestas clonais de alto valor (Park et al,, 1998).
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igura 3. Processo de dois ciclos para a indugdo e modulagdo da embriogénese somatica
(Guerra et al., 1999a, adaptado de Durzan, 1988).

‘Nas coniferas ocorrem duas formas de poliembrionia: simples ou por clivagem
Dogra, 1978). A poliembriogénse somatica é a formacgio nio-adventicia, por reconstitui¢o,
je mais de um embrido a partir de uma massa suspensor-proembriondria (Durzan, 1988), pré-
>xistente na embriogénse zigética de coniferas, diferenciando este processo daquele
observado na embriogénse somatica de angiospermas (Guerra ‘et al, 1999a). Portanto,
culturas embriogénicas de gimnospermas diferem morfologicamente de culturas
embriogénicas de angiospermas, embora seus padrdes de proliferagdo por embriogénese
somatica repetitiva ou secundaria sejam homologos (Litz ef al., 1997).

O primeiro relato da embriogénese somaética e regeneragdo de plantas em coniferas foi
feito em Picea abies (Chalupa 1985; Hakman et al, 1985). Os primeiros estudos da
embriogénese somatica em 4. angustifolia foram relatados por Guerra e Kemper (1992). A
indugdo, estabelecimento e multiplicagdo das culturas embriogénicas em A. angustifolia
foram descritos por Astarita e Guerra (1998). A influéncia do meio de cultura, data de coleta e
genotipo na frequéncia de indugdes foram estudados por Silveira ¢ Guerra (1998). Guerra et
al., (2000) procederam uma descri¢do dos avangos obtidos na embriogénese sorr\lética de 4.
angustifolia, beni como das perspectivas futuras para o est;belecimento de um protocolo

regenerativo nesta espécie. Astarita e Guerra (2000), apresentaram os padrdes celulares e
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morfoldgicos das culturas embriogénicas e estudaram aspectos do metabolismo das
suspensdes celulares de A. angustifolia. 7

Apesar de bem estabelecido o ciclo A de indugdo e modulagdo da embriogénese
somatica em A. angustifolia, até o presente momento néo foi possivel determinar as condigOes
necessarias para a progress3o no ciclo B. Esta espécie apresenta uma embriogénia atipica e
especializada em relagdo as outras coniferas, aspecto que dificulta a comparagd@o com outras
espécies, para as quais ja foram estabelecidos protocolos regenerativos baseados na
embriogénese somatica. Neste sentido, para 4. angustifolia novos estudos devem ser
realizados objetivando o aprofundamento das questdes morfo-fisiolégicas e bioquimicas

relacionadas com a poliembriogénese zigotica e somatica.
OBJETIVOS
Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho € contribuir para o estabelecimento de um protocolo
para a obtengdo de embrides somaticos de Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze, através
do estudo e elucidagio dos pontos de controle do desenvolvimento embrionario.

\\

Objetivos especificos

a) Dar continuidade ao desénvolvimento do protocolo para embriogénese somatica
em Araucaria angustifolia;

b) Induzir e estabelecer culturas embriogénicas em diferentes meios de cultura,

¢) Testar diferentes fontes e niveis de fitorreguladores, agentes osmoticos e de
carboidratos na fase de maturagdo das linhagens celulares embriogénicas;

d) Estudar os perfis das proteinas totais presentes nas linhagens celulares
embriogénicas, embrides zigbticos cotiledonares e megagametofitos;

¢) Analisar a dindmica de crescimento, valores de pH e concentragdo de glucose no
meio de cultura e quantificagio de proteinas extracelulares associados em

suspensdes celulares mantidas em duas diferentes condi¢des de cultura;
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Capitulo 1

Inducio e manutencdo de culturas embriogénicas em Araucaria

angustifolia (Bert.) O. Kuntze.
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NTRODUCAO

Nas coniferas, diversos fatores afetam a freqiéncia de indu¢io de culturas
smbriogénicas. Normalmente, sdo destacados: a influéncia do genétipo, o efeito do estadio de
iesenvblvimentb do explante e o potencial indutivo do meio de cultura (Radojevic et al,
1999), particularmente a sacarose, a composi¢io e os niveis de nitrogénio, 0s elementos
ninerais, o agar, os fitorreguladores e o pH (Tautorus e? al, 1991).

Embrides zigdticos imaturos e maturos tém sido freqiientemente utilizados como
fontes de explantes para o estabelecimento de culturas embriogénicas (Hakman & von
Arnold, 1988), embora o uso de megagametofitos também seja possivel (Nagmani &
Bonga,1985). Os tipos e niveis dos fitorreguladores variam consideravelmente entre as
diferentes espécies de coniferas estudadas. Para a maioria das espécies, € necessario 0 uso
conjunto de uma auxina e citocinina, apesar de que em Abies spp (Salajova et al., 1996) Picea
omorika (Vujidic & Budimir, 1995) e Araucaria angustifolia (Astarita & Guerra, 1998) o uso
de apenas citocininas seja efetivo na indugdo de culturas embriogénicas. Em casos mais
restritos, é possivel a indugdo e manutengdo de culturas embriogénicas na auséncia de
ﬁtorreguladoreé como em Pinus sylvestris ¢ Pinus pinaster (Lelu et al., 1999) e Araucaria
angustifolia (Silveira & Guerra, 1998).

Culturas embriogénicas de coniferas sdo usualmente mantidas em meio de cultura
similar a0 meio de indugdo, o qual normalmente inclui uma auxina, uma citocinina € uma
baixa concentragdo de sacarose (Attree & Fowke, 1993). A manutengio destas culturas requer
o regular subcultivo em meio semi-sdlido ou liquido, em intervalos de duas a quatro semanas,
com niveis constantes de fitorreguladores.

No presente trabalho, avaliou-se a influéncia da composig¢io do meio de cultura, do
gendtipo da planta matriz e do estadio de desenvolvimento do explante na indugdo e

estabelecimento de culturas embriogénicas de Araucaria angustifolia.
MATERIAL E METODOS
Material vegetal
Cones femininos de A. angustifolia foram coletados quinzenalmente no periodo de

novembro de 1998 a fevereiro de 1999 (30/11, 17/12, 05/01, 25/01, 10/02) em trés arvores

pertencentes a uma populagdo de um remanescente florestal, situado no municipio de Lages,
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SC. Apos a retirada da camada externa das pinhas, os pinhdes imaturos foram
individualizados e armazenados a 4° C por 24 a 48 horas. A assepsia da superficie dos pinhdes
jovens foi feita pela imersdo em &lcool 70% durante dois minutos e posteriormente em dgua
sanitaria 40% por 10 minutos. Em seguida, o material foi levado para a cdmara de fluxo
laminar onde os pinhdes imaturos foram submetidos a trés passagens em agua destilada
autoclavada. Embrides zigoticos em estadio pré-cotiledonar (Fig. 1a) foram excisados com o
auxilio de bisturis e pingas, sob estereomicroscopio, e inoculados em placas de petri contendo

20 mL meio de cultura indutivo.

Inducio das culturas embriogénicas

Os meios de cultura utilizados foram baseados nas formula¢es salinas LP (von
Arnold & Eriksson, 1981) e BM (Gupta & Pullman, 1991). O pH do meio de cultura foi
ajustado com NaOH (0,5 N) e HCI (0,5 N) para 5,8 antes da adigdo do phytagel (Sigma®). O
meio de cultura foi autoclavado a 121° C durante 15 minutos. Caseina hidrolisada (Sigma®),
L-glutamina (Sigma®), mio-inositol (Sigma®) e vitaminas foram filtroesterelizados e
adicionados ao meio de cultura resfriado (aproximadamente 50° C). Os fitorreguladores
utilizados (2,4-D, BAP e Kin) foram todos padrao Sigma®. Cerca de 20 mL de cada um dos
tipos de meio de cultura foram despejados em placas de petri descartaveis. Os explantes foram
inoculados nos meios LPo, LPs, BMg e BMs (Tabela 1). Para cada um dos tratamentos foram
utilizadas cinco repetigdes. Cada repetigdo foi constituida por uma placa de petri contendo
nove embrides (trés por planta). A manutengdo destas culturas deu-se no escuro a 25 = 2° C.

~ Apos trinta dias da data de inoculacdo, determinou-se a freqiiéncia de indugdo (%), por
genétipo, meio de cultura ‘e estadio de desenvolvimento do explante (data de coleta dos

cones).
Manutencio das culturas embriogénicas

As culturas embriogénicas provenientes dos meios de indugdo foram separadas do
explante de origem e subcultivadas em intervalos de 20 dias. Culturas embriogénicas
induzidas nos tratamentos LPo e BM, foram subcultivadas na mesma composi¢do de meio de
cultura em que foram induzidas. Aquelas provenientes dos tratamentos LPs ¢ BMs foram

subcultivadas nos meios de cultura LP; e BM; (Tabela 1) respectivamente. As culturas foram
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mantidas no escuro em temperatura de 25 + 2° C. Caracteristicas morfologicas presentes nas
culturas embriogénicas foram observadas através de avaliagdes histoquimicas com carmim

acético e azul de Evans (Gupta & Durzan, 1987). .
Andlise estatistica

O delineamento estatistico utilizado para o experimento de indugdo foi o de parcela

subdividida. Os dados de porcentagem de indugio foram transformados por J/x+2 sendo
posteriormente submetidos a analise de varidncia (AN OVA) e ao teste de separagdo de médias
Student Newman Kewls (SNK) ao nivel de 5% de significincia. Todas as analises estatisticas

foram realizadas com o suporte do programa estatistico Statgraf versdo 7.0. -

Tabela 1. Meios de cultura utilizados para a indugio e a manutengdo de culturas
embriogénicas de 4. angustifolia, a partir de embrides zigdticos imaturos.

Formulagdo salina (von Alingo;cll)%ll;"fks son, (Gupta & Pullman, 199 1) BM
Sacarose (g.L7) 30,0 30,0
Phytagel (g.L") : 2,0 2,0
\[itaminés (mg.L") _ ‘
Acido nicotinico 0,5 0,5
Piridoxina - HCI 0,5 05
Tiamina - HCl1 1,0 1,0
Glicina 2,0 - 2,0
L-glutamina (mg.L™) 450,0 1000,0
Caseina hidrolisada (mg.L™) 500,0 . 500,0
Mio-inositol (mg.L™) 100,0 1000,0

Fitorreguladores (uM)
LP, = sem reguladores BM, = sem reguladores
LP, = 2,4-D (5) + BAP (2) + Kin (2) BM; = 2,4-D (5) + BAP (2) + Kin (2)

LP,=24D@2)+BAP (1) + Kin (1) BM,=24-D(2)+ BAP (1) + Kin (1)
* Modificado para NH,NO; (2.400 mg.L™") .
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RESULTADOS
Efeito do meio de cultura

A analise estatistica demonstrou ndo haver diferengas significativas (P<S) entre as
freqiiéncias de indugdo nos quatro tratamentos testados (Tabela 2). A formula¢do salina
empregada e a presenga ou auséncia de fitorreguladores nas condigdes testadas ndo foram

fatores limitantes para a indugdo de culturas embriogénicas em 4. angustifolia (Fig. 1b).

Tabela 2. Freqgiiéncia de indugdo de culturas embriogénicas de 4. angustifolia a partir de
embrides zigdticos imaturos inoculados em meio basal LP (von Amold & Eriksson,
1981) e BM (Gupta & Pullman, 1991), suplementado com 2,4-D, BAP e Kin.

Meio de Cultura No. Explantes Indugio (%)
BM, 225 15,55a
LPs 225 15,11 a
BM; 225 1422 a
LPo : 225 14,22 a

T Letras diferentes indicam que as médias apresentam diferenga estatistica em nivel de
5 % de significancia pelo teste SNK
BM,= sem fitorreguladores
BM;= suplementado com 2,4-D (5 pM) + BAP (2 uM) + Kin (2 uM)
LP,= sem fitorreguladores :
. LPs= suplementado com 2,4-D (5 uM) + BAP (2 uM) + Kin (2 uM)

Efeito do estidio de desenvolvimento do explante

O estadio de desenvolvimento do explante influenciou significativamente (P<S) a
freqiiéncia de indugdo de culturas embriogénicas em A. angustifolia (Tabela 3). A maior taxa
de indugao ‘(23,33 %) foi ‘obtida na primeira coleta, e, éom excecdo da segunda (10,55 %),
ocorreu um declinio progressivo nesta taxa de indugdo a medida em que ocorreu ©
desenvolvimento da semente. Neste estudo ndo houve a preocupagio de se utilizar apenas o
embrido dominante como fonte de explante. Assim, os embrides nio dominantes foram
excisados em estadio pré-cotiledonar. Nas duas primeiras indugdes, trabalhou-se com os
embrides dominantes e ndo-dominantes e.a partir da terceira indugdo trabalhou-se
exclusivamente com os embrides nio-dominantes. Apesar disso, foi possivel a obtengdo de
valores expressivos de indugdo como 19,44 % e 17,77 % para a terceira e quarta indugdes,
respectivamente. Na quinta coleta foram obtidas fregiiéncias de indugdo de 2,77 % mesmo

com o embrido dominante ja estando em fase cotiledonar.
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Tabela 3. Freqiéncia de indugao de culturas embriogénicas de A. angustifolia a partir de
embrides zigoticos imaturos coletados em diferentes estadios de desenvolvimento.

Data da Coleta No. Explantes Indug@o (%)
30/11/98 180 2333 a
05/01/99 180 19,440
25/01/99 180 17,77 ¢
17/12/98 180 10,55d
10/02/99 180 2,77e
_Letras diferentes indicam que as médias apresentam diferenga estatistica em nivel de 5
% de significancia pelo teste SNK

Influéncia do gendtipo

O gendtipo da planta doadora também influenciou significativamente (P<S) a
freqiiéncia de indugdo (Tabela 4). Para os trés genotipos testados foi possivel a'obtenq,ﬁo de
culturas embriogénicas. As freqiiéncias de indugdo variaram de 9,99 % a 19,99 % sendo a

arvore B a de melhor performance.

Tabela 4. Efeito dos diferentes genotipos sobre a freqiiéncia de indugdo de culturas
embriogénicas de 4. angustifolia a partir de embrides zigOticos imaturos.

Genotipo No. Explantes Indugdo (%)
Planta B 300 19,99 a
Planta A 300 14,99 b
Planta C 300 933¢c

" Letras diferentes indicam que as médias apresentam diferenca estatistica em nivel de 5
% de significancia pelo teste SNK

Manutenciio e estabilizacio das culturas embriogénicas

Na fase de manutencdo, a morfologia dos cultivos mantidos em meio de cultura basal
isento de auxinas e citocininas diferiu do tratamento suplementado com estes fitorreguladores.
Culturas embriogénicas induzidas e mantidas em meio de cultura isento de fitorreguladores
escureceram e oxidaram rapidamente (Fig. 1lc). Apesar disto, muitas culturas revelaram
setores com capacidade proliferativa, os quais foram selecionados e sub-cultivados. Nas
porgdes escurecidas, a analise histoquimica revelou ndo haver presenca de pro-embrides,
sendo estes setores compostos apenas por células de suspensor e células embrionarias
dispersas. Diferentemente, para as linhagens celulares induzidas e mantidas em meio de

cultura com fitorreguladores, apés 20 dias de subcultivo, o padréo principal foi a coloragao
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branco-translacida (Fig. 1d), € com menor freqiiéncia foram observados pontos de
escurecimento nestas culturas.

Através da analise histoquimica foram identificados nas culturas embriogénicas,
distintos padrdes celulares, formados basicamente por macicos celulares de diferentes
tamanhos, compostos de células isodiamétricas, bem como uma intensa rede de células de
suspensor e pro-embrides somaticos em diferentes estadios de desenvolvimento (Fig. 2a, 2b,
2¢, 2d e 2€). Os pro-embrides somaticos isolados apresentaram células embriondrias em um
polo, e no outro extremo, a presen¢a de um sistema de células de suspensores curtos,
revelando morfologia bipolar (Fig. 2f). Além disso, em menor freqiiéncia foi identificada a
presenga de células cilindricas, alongadas, binucleadas com comprimento variando entre 150
e 200 um (Fig. 3a, 3b, 3c e 3d). Analises preliminares indicaram uma maior capacidade de
organizagio dos pré-embrides no meio isento de fitorreguladores, entretanto no transcorrer

dos subcultivos, esta tendéncia foi menos visivel.
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DISCUSSAO

Diversos fatores afetam a frequéncia de indugdo de culturas embriogénicas em
coniferas. Neste estudo, para 4. angustifolia, o estadio de desenvolvimento e o genétipo da
planta doadora influenciaram significativamente (P<5) a freqiiéncia de indugdes. O uso de
diferentes formula¢des salinas (LP e BM) bem como a presenga ou auséncia de
fitorreguladores (2,4-D, BAP e Kin) ndo influenciaram significativamente a indugdo de
culturas embriogénicas. o

No presente trabalho, a indugo de culturas embriogénicas em A. angustifolia, ocorreu
em alta freqiiéncia quando comparada a outros relatos em coniferas. Nesta espécie, 0
potencial indutivo de culturas embriogénicas diminui com o inicio da formagdo dos
cotilédones (Astarita & Guerra, 1998). Ou seja, a medida em que se avanga o estadio de
desenvolvimento dos embrides zigdticos, menor € a resposta na freqiiéncia de indugdes.

Em coniferas, diversos relatos discutem a influéncia da data de coleta e do estadio de
desenvolvimento na freqiiéncia de indugdo de culturas embriogénicas. Em Crypfomeria
Jjaponica (Ogita et al., 1999), Abies alba x Abies cephalonica (Salajova et al., 1996), Picea
glauca engelmannii (Roberts et al., 1989), Pinus elliotti (Jain et al., 1989), Pinus taeda (L1 &
Huang, 1996), a taxa de indug8o embriogénica obtida foi positivamente correlacionada com
periodo de coleta dos cones, consequentemente, com O estadio de desenvolvimento dos
embrides zigoticos. Os explantes primarios que originam embrides somaticos em coniferas
sdo restritos a tecidos juvenis, tais como embribes zigoticos pré-cotiledonares e cotiledonares,
e raramente, explantes originadds de mudas (Nagmani et al, 1995). O estadio de
desenvolvimento do explante é de fundamental importincia para a transigdo da célula
somatica em célula embriogénica (Jong et al., 1993). Entretanto, ainda nfo esta claro se isto
seria reflexo de diferencas genéticas na habilidade das células somaticas em tornarem-se
embriogénicas, ou em fungdo da freqiiéncia de um tipo celular responsivo presente nestes
tecidos (Jong et al., 1993). Neste trabalho para A. angustifolia foram observados diferentes
tipos celulares (Fig. 2), possivelmente relacionados ao desenvolvimento de pro-embrides
somaticos.

No presente estudo, o emprego de embrides zigoticos ndo-dominantes em estadio pre-
cotiledonar resultou em indugdes embriogénicas em fregiiéncias expressivas (coleta 3 € 4),
mesmo quando o embrido dominante atingiu o estadio cotiledonar (coleta 5). Apesar de ndo
ocuparem a cavidade de corrosdo, na qual estio armazenadas uma série de substdncias de

reserva que garantem o desenvolvimento do embrido dominante, os embrides ndo-dominantes



demonstraram-se fisiologicamente receptivos aos estimulos fornecidos pelos tratamentos de
indugdo.

Em Pinus taeda, a embriogénese somitica pode ser iniciada a partir de embriGes
zigbticos que ndo sejam o embrido dominante (Becwar at al.,, 1991). Comparativamente a
embriogénese somatica de Picea sp, a indugio de culturas embriogénicas a partir de embrides
zigdticos nio-dominantes ndo € uma questdo relevante, j4 que neste género o embrido
dominante ¢ prontamente exisado da semente (Becwar & Pullman, 1995). Apesar de em A.
angustifolia a excisio do embrido dominante n3o ser um aspecto impeditivo, a possibilidade
de se utilizar o embriio nio-dominante, mesmo com o pinhdo em estidios avangados de
desenvolvimento, pode proporcionar a ampliaggo do periodo de indug@o, além de poder gerar
maijor variabilidade genética para o conjunto de culturas embriogénicas induzidas. Em A4.
angustifolia ocorre poliembrionia simples, sendo os pré-erﬁbriées zigoticos heterogénicos
(Dogra, 1978). Consequentemente, podem ser obtidas culturas embriogénicas geneticamente
distintas. Se a embriogénese somatica € proporcionada somente por poucos gendtipos, uma
perda de diversidade genética pode ocorrer nos programas de melhoramento genético,
principalmente nos programas de melhoramento clonal (Park et al., 1993).

Em A. angustifolia, diferentes combinagdes e concentra¢des de auxinas e citocininas ja
foram testadas visando estabelecer culturas embriogénicas. Astarita e Guerra (1998)
obtiveram ﬁeciiiéncias de 68,7% quando embrides zigbticos imaturos foram inoculados em
meio basal LP suplementado com 2,4-D (45 uM), BAP (11 puM) e Kin (11 pM). Entretanto,
parte significativa das linhagens geradas ndo sobreviveram & redu¢io gradual dos niveis de
fitorreguladores na fase de manuteni;io. Também em A. angustifolia, foram obtidas respostas
de 16,7% até 43,7% na frequéncia de inducdo de culturas embriogénicas em meio de cultura
basal isento de fitorreguladores e em meio de cultura suplementado com 2,4-D (2-10 pM),
BAP (0,5-4 uM) e Kin (0,5-4 pM) (Guerra et al., 2000).

No presente estudo, a opgio pelo emprego de baixas concentragdes de fitorreguladores
esteve intimamente associada as etapas seguintes do protocolo, visando o estabelecimento de
culturas embriogénicas aptas ao processo de manutencio e maturagdo. A possibilidade de
induzir com baixos niveis de fitorreguladores pode reduzir as perdas provenientes pela
redugio gradual nos niveis de fitorreguladores, além de gerarem culturas embriogénicas mais
aptas ao processo de maturagdo. Existem evidéncias de que auxinas (2,4-D ou AIA) em niveis
acima de 2,5 pM no meio de cultura podem resultar em disturbios na evolugdo morfogenética
das linhagens celulares, afetando o seu desenvolvimento (Korlach & Zoglauer, 1995). O uso

de baixos niveis de fitorreguladores tem se demonstrado vantajoso em outras coniferas. Em
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Pinus elliottii (Jain et al, 1989) e Pinus taeda (Li et al., 1998) o emprego de baixas
concentragdes de fitorreguladores foi vantajosa para a produgdo de culturas embriogénicas de
boa qualidade. Nesta linha, a possibilidade de se obterem culturas embriogénicas em meio
basal livre de fitorreguladores representa uma estratégia interessante na obtencéo de linhagens
celulares autdnomas com relagdo a suplementagdo de fitorreguladores no meio de cultura.
Neste trabalho, foi possivel a indu¢do e manutencdo de culturas embriog€nicas nos meios de
cultura LP e BM isentos de fitorreguladores (2,4-D, BAP e Kin). Segundo Guerra et al,
(1999), em alguns casos, a combinagao precisa entre o meio de cultura € o estadio fisiologico
do explante pode eliminar a necessidade da suplementagdo com fitorreguladores. Em Pinus
sylvestris e Pinus pinaster (Lelu et al, 1999), a indugdo de culturas embriogénicas e a
progressdo para estadios subsequentes foram obtidos em altas freqiéncias em meios de
cultura isentos de fitorreguladores. Nas coniferas, este fendmeno tem sido relatado por outros
autores, mas sempre em freqiiéncias muito baixas (0,2 - 0,8 %) (Lelu et al., 1999).

Nas coniferas, ocorre especificidade genotipica para indugdo de culturas
embriogénicas (Attree & Fowke, 1993). No presente trabalho, para os gendtipos de A.
angustifolia testados, foram observadas diferencas de até 10,66 % na freqiiéncia de indugGes
embriogénicas. Nesta mesma espécie, foram obtidas diferengas de até 29,16 % entre os
gendtipos testados (Silveira & Guerra, 1998). Em Pinus strobus, foram encontradas taxas de
indugdo de 2,6 % até 23 % nos diferentes genétipos testados (Garin ef al., 1998). A qualidade
das sementes e o gendtipo utilizado podem afetar as taxas de indugio da embriogénese
somatica (von Arnold ef al., 1995). Em Picea glauca, variagdes significativas na freqiiéncia
de indugio foram atribuidas a interag:ﬁo familia x tratamento (Park ef al, 1993) e a
procedéncia e lote de sementes (Tremblay, 1990). Em Picea abies as frequéncias de indugao
dependem da idade do explante primario, bem como do genotipo (von Amnold et al., 1996).

Na fase de manutencdo, as culturas embriogénicas induzidas e mantidas na auséncia
de fitorreguladores apresentaram rapido escurecimento em relagdo as culturas induzidas e
mantidas com fitorreguladores. A este processo de escurecimento foi associada a redugdo na
proliferagdo das culturas embriogénicas além da auséncia de pro-embrides somaticos. Mesmo
assim, as culturas mantidas em meios de cultura isentos de fitorreguladores demonstraram
inicialmente um maior potencial para organiza¢do dos pro-embrides. Em Pinus taeda, o
escurecimento do tecido embriogénico também foi relacionado & perda da capacidade
embriogénica das culturas, embora o potencial embriogénico pudesse ser restabelecido através
da imediata repicagem para novos meios de cultura (Li & Huang, 1996). Em Pinus pinaster,

algumas linhagens celulares escureceram ¢ perderam seu potencial embriogénico apos cinco
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meses de subcultivos (Bercetche & Paques, 1995). Durante a fase de manutengdo, diferentes
linhagens celulares originadas de diferentes genotipos de Pinus caribaea demonstraram
distintos requerimentos nutricionais para o seu crescimento (David ef al., 1995). Em Picea
rubens, periodos de subcultivo superiores a 21 dias provocaram o escurecimento das culturas
embriogénicas (Harry & Thorpe, 1991). Entretanto, o escurecimento das culturas ndo
provocou a diminuigéo na taxa de crescimento das culturas na fase de manutengéo bem como
a sua capacidade de formaggo de embrides (Isabel & Tremblay, 1995).

Adicionalmente, aos padrdes celulares ja descritos por Astarita e Guerra (2000)
constituidos basicamente de células embriogénicas, grupos pro-embrionarios e células de
suspensor, foi identificado, no presente trabalho, a presenca de células cilindricas, alongadas e
binucleadas (Fig. 3). Em Larix leptolepis, células longas binucleadas sofrem continuo
processo de divisio celular resultando no desenvolvimento de pro-embrides somaticos
adventicios que apresentavam uma regido embriogénica e outra de suspensor (Ogita et al,
1997). Em Picea abies, Durzan et al., (1994) descreveu esta rota ontogenética de formagdo de
novos pro-embrides a partir de células especializadas denominadas de tubo embrionarias.
Entretanto, a presenga de células tubo embrionarias é comum ao modelo de desenvolvimento
do embridio zigético em Pinaceae. Em Araucariaceae no plano basal de desenvolvimento do
pro-embrido secundario (padrdo U.SE), o grupo embrionario (E) € composto apenas de
células embrionarias (tE) e células de capa (c), n3o havendo mengao da formagdo de células
tubo embrionarias. A presenga de células binpcleadas em culturas embriogénicas de A.
angustifolia, pode estar associada a presenga de diferentes. rotas de desenvolvimento do
embriio somatico. Em Pinus koi'aiensis, foram identificadas duas diferentes rotas de
desenvolvimento dos embrides somaticos, sendo que a estas rotas foram associadas
estratégias diferenciadas na formacdo dos pro-embrides, bem como nos distintos tipos

celulares (Bozhkov et al, 1997).

CONCLUSOES

A) Embrides zigoticos pré-cotiledonares nio-dominantes podem induzir culturas
embriogénicas de 4. angustifolia,

B) Ambas as formulagbes ‘salinas LP (von Arnold & Eriksson, 1983) e BM (Gupta &
Pullman, 1991) permitiram a indugao de culturas embriogénicas;

C) O genétipo da planta doadora influenciou significativamente a freqiiéncia de indugdo de

culturas embriogénicas;



D)

E)

F)

G)
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A indugio das culturas embriogénicas foi possivel tanto em meios de cultura
suplementados com 2,4-D, BAP e Kin, quanto em meios de cultura isentos de
fitorreguladores;

A indugdo de culturas embriogénicas em meio de cultura isento de 2,4-D, BAP e Kin
proporcionou a formagdo de linhagens celulares autdnomas com relagio a
suplementagdo de fitorreguladores;

Culturas embriogénicas induzidas e mantidas em meio de cultura isento de
fitorreguladores, sofreram perda do potencial embriogénico mais rapidamente do que
culturas embriogénicas induzidas e mantidas em meio de cultura suplementado com 2,4-
D, BAP e Kin;

O grau de organizagdo (bipolaridade) dos pro-embrides somaticos nas linhagens
celulares embriogénicas induzidas e mantidas em meio de cultura isento de
fitorreguladores (2,4-D, BAP e Kin) foi superior ao das linhagens celulares
embriogénicas induzidas e mantidas em meio de cultura suplementado com 2,4-D, BAP
e Kin; }

A presenga de células cilindricas, alongadaé e binucleadas sugere a indug@o de uma nova
rota ontogenética de formagdo de pro-embrides somaticos em linhagens celulares

embriogénicas.
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Capitulo 2

Maturacio de linhagens celulares embriogénicas de Araucaria

angustifolia (Bert.) O. Kuntze.



INTRODUCAOQO

Nas sementes, o desenvolvimento e a maturagdo dos embrides zigoticos encontram-se
associados a processos fisiologicos distintos entre os quais a acumulagio de substancias de
reserva, a dessecacdio do tecido embriogénico, a interrupcio da atividade metabolica
(Klimaszewska & Smith, 1997) e 0 aumento nos niveis de ABA (Dodeman et al., 1997). A
matura¢do de embrides somaticos in vitro é dependente da reducio no crescimento das
culturas embriogénicas e do acimulo de proteinas, carboidratos e lipidios (Tautorus ef al,
1991).

Embrides sométicos imaturos de coniferas podem ser induzidos a maturagdo pela
presenca do ABA e de um agente osmotico de alto peso molecular no meio de cultura (Fowke
et al., 1995). O ABA inibe a clivagem poliembrionaria, permitindo ento a individualizagdo
do embrido e o posterior desenvolvimento e maturagio (Gupta ef al., 1993). Além disso, sdo
associados a presenga deste fitorregulador a ativagdo de genes responsaveis pela sintese e
armazenamento de proteinas de reserva (Dunstan ef al., 1998), o controle da expanséo celular
(Gutmann et al., 1996) e a biossintese de triacilglicerois (Attree ef al., 1992).

A eficiéncia do tratamento com ABA pode ser melhorada pelo aumento na
osmolaridade do meio de cultura pela adigdo de um aciicar-alcool, ou de polimeros neutros
como o polietilenoglicol (Bonga ef al., 1995). A presenca de um agente osmotico permite o
estabelecimento de um ambiente com aumento de osmolaridade, de forma similar aqueles
observados durante os estadios iniciais de desenvolvimento do embrigio zigético. Além disso,
ABA e o estresse hidrico estdo envolvidos reciprocamente na acumulagio de substincias de
reserva em embrides somaticos de coniferas (Attree & Fowke, 1993).

Durante a maturagdo de embrides somaticos de coniferas, sdo encontrados quatro
estadios distintos de desenvolvimento: Estadio 1: o embrido somatico apresenta as células de
suspensor translicidas, distintas das células do apice embrionario, que apresentam aspecto de
plano a globular. Estadio 2: é caracterizado pelo suspensor, elevando um apice embrionario
denso, proeminente, com colora¢do de creme a amarela. Estadio 3: o embrido somatico possui
pequenos cotilédones emergentes. Estadio 4: plantula verde com cotilédones alongados, com
hipocotilo e radicula desenvolvidos (Tautorus ef al., 1991).

Linhagens celulares embriogénicas de A. angustifolia cultivadas em meio de
manutengdo apresentam embrides somaticos em estadio inicial de desenvolvimento.
Entretanto estas culturas ndo respondem ao estimulo fornecido pelo ABA (Guerra ét al,

2000). Assim, no presente trabalho, testou-se diferentes fontes e niveis de fitorreguladores
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(BAP e Kin), agentes osmoticos (PEG 3350, PEG 8000, soro albumina bovina e inositol) e de
carboidratos e derivados (maltose e inositol) na fase de maturagdo das linhagens celulares
embriogénicas, visando a progressao do desenvolvimento dos pré-embriGes a um estadio em

que os mesmos possam responder aos tratamentos com ABA.
MATERIAL E METODOS
Material vegetal

Linhagens celulares embriogénicas de A. bngusnfolia, denominadas BM;211, BM,212
e BM202, iniciadas a partir de embriGes zigoéticos imaturos de sementes coletadas em uma .
populagdo natural localizada no municipio de Lages (SC). As culturas foram induzidas a
partir de sementes provenientes da mesma data de coleta (17/12/98) e vem sendo mantidas em
meio semi-solido e liquido no escuro a 25 £ 2° C, com ciclos de repicagem a cada 20 dias.
Entretanto, tanto a fase de indug¢do como a de manutengdo destas linhagens celulares
embriogénicas ocorreram em meios de cultura diferentes com relagdo a suplementagio de
fitorreguladores. A linhagem BM,202 foi induzida ¢ mantida em meio de cultura BMj,
composto pela formulag;ﬁé salina de Gupta & Pullman (1991) suplementada com sacarose
30,0 gL, écido nicotinico 0,5 mg.L™, piridoxina-HCI 0,5 mg. L, tiamina-HC] 1,0 mg L, |
glicina 2,0 mg L™, L-glutamina 1000,0 mg L, caseina hidrolisada 500,0 mg.L?, mio-inositol
1000 mg L e agar 6,5 g L. As linhagens celulares embriogénicas BM;212 e BM;211 foram
induzidas em meio de cultura BMs; composto pelo meio BMy suplementado com 2,4-D (5
uM), BAP (2 uM) e Kin (2 pM), sendo na fase de manutengdo subcultivadas em meio BM;
composto pelo meio BM, suplementado com 2,4-D (Z pM) BAP (1 uM) e Kin (1 uM).

Meio de cultura

Foi utilizado o meio BM,, suplementado com cada um dos componentes dos meios de
maturagio. O pH do meio foi ajustado com NaOH (0,5 N) e HCI (0,5 N) para 5,8 antes da
adi¢do do agar. O meio de cultura foi autoclavado por 15 minutos a 121° C. Vitaminas,
caseina hidrolisada (Sigma®), L-glutamina (Sigma®) e inositol (Sigma®) foram
filtroesterelizados e adicionados ao meio resfriado (aproximadamente 50° C). Placas de petri

de borossilicato foram preenchidas com 20 mL deste meio de cultura.
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Tratamentos e condi¢des de cultura

No primeiro experimento (meio de maturag@o 1), testou-se o uso de um pré-tratamento
com inositol 0 ou 1 % (p/v) (etapa I). Posteriormente, transferiram-se as linhagens celulares
embriogénicas para trés diferentes concentragdes de ABA (0, 30, 60 uM) (etapa IT) e em
seguida avaliou-se o efeito conjunto do ABA (O,' 30, 60 uM) com diferentes regimes
fotoperiddicos (etapa IIT). A etapa I durou 14 dias, e as etapas II e III tiveram duragio de 20
dias cada. Em todas as etapas as linhagens celulares embriogénicas foram mantidas no escuro
(exceto a etapa Ill) a 25 £ 2° C.

No segundo experimento (meio de maturagdo 2), empregou-se 0 PEG 8000 nas
quantidades 0, 3 e 6 % (p/v) (etapa I), e em seguida testou-se as diferentes combinagdes de
PEG 8000 (0, 3 e 6 %) com ABA (0 ou 60 pM) (etapa II). A etapa I durou 20 dias ¢ a etapa II
teve durag@o de 80 dias (trés subcultivos de 20 dias). Durante as duas etapas as linhagens
celulares embriogénicas foram mantidas no escuro em temperatura de 25 + 2° C. '

No terceiro experimento (meio de maturagio 3), testaram-se diferentes concentra¢des
de BSA 0,1, 0,2 e 0,3 % (p/v), juntamente com BAP (1 uM) e Kin (1 puM) (etapa I). Em
seguida, mantiveram-se as linhagens celulares erribriogénicas apenas com BAP (2,5 uM) e
Kin (2,5 pM) (etapa II). Posteriormente, tfansferiu—se as linhagens celulares embriogénicas

para quatro diferentes concentragdes de ABA (0, 5, 10 € 15 uM) juntamente com BAP (2,5
| uM) e Kin (2,5 uM) (etapa I). As duas primeiras etapas tiveram durag@o de 20 dias e a
terceira etapa durou 40 dias (dois subcultivos dé 20 dias). Em todas as etapas as linhagens
celulares embriogénicas foram mantidas no escuro a 25  2° C.

No quarto experimento (meio de maturagio 4), testaram-se quatro combinagdes de
maltose e PEG 3350,0+ 0,3 +3 %, 6 +6 % e 9+ 9 % (p/v) além da presenga, em todos os
tratamentos, de BAP (1 uM) e Kin (1 pM). As linhagens celulares embriogénicas foram
mantidas nestes tratamentos durante 80 dias (4 subcultivos de 20 dias), no escuro a 25 + 2° C.

Cada um dos tratamentos foi composto por trés repeticdes. Cada repeticio foi
constituida de uma placa de petri contendo cada uma trés colonias com 0,25 g de linhagem
celular embriogénica. O ABA (Sigma®) utilizado nos meios de maturagio 1, 2 e 3, foi
dissolvido em NaOH (1 N) e diluido em agua, sendo a solug@o resultante posteriormente
filtroesterelizada e adicionada ao meio de cultura resfriado (50° C).

Ao término de cada etapa, foram feitas avaliagdes citoquimicas visando o

acompanhamento da evolugio das linhagens celulares embriogénicas nas diferentes condigdes
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de meio testadas. Utilizaram-se trés tipos de coloragdo: carmim acético e azul de Evans

(visualizagdo de embrides somaticos), lugol (granulos de amido) e sudam III (lipidios).
RESULTADOS

Meio de maturagio 1

Apos 14 dias no meio de maturag@o suplementado com inositol (1 %) a morfologia das
linhagens celulares embriogénicas pouco se diferenciou daquela observada no tratamento
controle. A avaliagdo citoquimica ndo revelou evolugio na morfologia dos pro-embrides.
Durante a primeira etapa, mesmo sem haver avango para os estadios subseguentes de
desenvolvimento, grande parte dos pré-embrides observados conservaram a morfologia
bipolar (Fig. 1a). Na segunda etapa, a passagem das culturas para o meio de maturagdo
suplementado com ABA (0, 30 e 60 uM) também n3o permitiu a evolugdo dos pro-embrides
para estidios mais avangados de desenvolvimento. Pelo contrario, houve a perda da
rnorfologia bipolar dos pré-embrides, ocorrendo a transi¢do para uma organizagdo mais difusa
tornando dificil a delimitagdo do apice embrionario e do suspensor (Fig. 1b). Adicionalmente,
nos tratamentos suplementados com ABA, foi acentuada a presencga de agregados celulares
formados por células isodiamétricas, sem organizag¢do alguma que pudesse caracterizar um
avango na morfologia das linhagens celulares embriogénicas. Esta tendéncia foi acentuada na
medida em que se aumentaram as concentrag:c";es de ABA no meio de cultura. Outra
caracteristica evidenciada pelo aumento na concentragio do ABA no meio de cultura foi a
menor proliferag:ﬁo das linhagens celulares embriogénicas, bem como o aumento no grau de
oxidagio das mesmas. Na terceira etapa, a repicagem das linhagens celulares embriogénicas
para meios de cultura contendo as mesmas concentragdes de ABA e associadas aos diferentes
regimes fotoperiddicos também ndo se traduziu em uma evolugao ho desenvolvimento dos
pro-embrides. Nestas condi¢Ges, a organizagdo dos pro-embrides foi predominantemente
difusa, além de haver quase que total oxidag@o das culturas.

A avaliag3o citoquimica demonstrou acumulo de granulos de amido tanto nas células
de suspensor como no apice embrionario, independentemente da presenga do inositol, ABA
ou regime fotoperiddico. Independentemente do tratamento empregado, corpos lipidicos eram
evidentes concentrados no apice embrionario e quase ausentes nas células de suspensor. A

medida em que as culturas foram passadas para os tratamentos suplementados com ABA a
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presenca de corpos lipidicos no apice embrionario foi realgada em comparagio ao tratamento

controle.
Meio de maturacio 2

Apos 20 dias da primeira etapa no meio de maturagido suplementado com PEG 8000
(0, 3 e 6 %) ndo houveram avangos na morfologia, grau de organiza¢io ou individualizagio
dos pro-embrides. Na segunda etapa, a repicagem das linhagens celulares embriogénicas para
meio de cultura suplementado com as mesmas concentragdes de PEG e na presenga ou
auséncia de ABA (60 uM) resultou no estabelecimento de uma organizagdo difusa dos pré-
embrides e aumento na formagéo de agregados celulares (Fig. 1c). Apds quatro repicagens em
meio de maturagdo suplementado somente com PEG (6 %), observou-se a -forma(,:z’io de
projegdes celulares sem contudo indicarem uma possivel organiza¢do de embrides somaticos.
O uso associado de PEG e ABA atenuou o grau de oxidagdo das linhagens celulares
embriogénicas quando comparada as culturas mantidas apenas na presenga do ABA (60 pM).
Ao término do experimento s6 foi possivel a identificagdo de pré-embrides bipolares no
tratamento isento de PEG e ABA. Estes pro-embrides, contudo, ndo evoluiram para estadios
posteriores de desenvolvimento.

Houve acimulo de granulos de amido tanto na regido do apice embrionario quanto na
regido do suspensor, principalmente para os tratamentos mantidos com PEG e PEG + ABA.
" Corpos lipidicos ocorreram principalmente concentrados na regido do 4pice embrionario ao
término da primeira etapa. Apos as repicagens para o meio de cultura suplementado com PEG
e PEG + ABA foi possivel a identificagdo de corpos lipidicos na regido do suspensor. No
tratamento controle foi possivel identificar a presenga de poucos corpos lipidicos na porgao

embriogénica.
Meio de maturacao 3

Na primeira etapa, a suplementagdo do meio de cultura com diferentes concentragdes
de BSA (0,1, 0,2 e 0,3 %), associado a presenga de BAP (1 uM) e Kin (1 uM) proporcionou
uma evolugd@o na organizagio do pro-embrido, tanto na regido do apice embrionario quanto na
regido do suspensor, além da manuten¢do da morfologia bipolar (Fig. 1d). Entretanto, estes
tratamentos ndo promoveram a individualizagdo dos pro-embrides, sendo que estes, quando

identificados, apareceram coalescidos na regido do apice embrionario. Na segunda e terceira
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etapa, os meios de cultura suplementados com BAP (2,5 puM) e Kin (2,5 pM) e
posteriormente suplementados com ABA (5, 10 e 15 uM), também ndo foram efetivos na
melhor organizagdo dos embrides somaticos. O uso do ABA mesmo em baixas concentragdes
promoveu a formagdo de pro-embrides com morfologia difusa, resultando na perda do
desenvolvimento obtido nas etapas anteriores. Entretanto, quando comparado aos meios de
maturagdo 1 e 2 nos quais foram utilizadas concentragdes maiores de ABA, o grau de
oxidagdo das linhagens celulares embriogénicas diminuiu.

Em todas as etapas, granulos de amido (Fig. 2a) foram evidenciados tanto nas células
de suspensor quanto nas células do apice embrionario. Corpos lipidicos (Fig. 2b),
predominantemente concentrados no 4apice embrionario, foram mais evidentes nos

tratamentos suplementados com ABA.
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Meio de maturacao 4

A suplementagdo do meio de cultura com PEG 3350 (6 e 9%) e maltose (6 e 9%)
permitiu uma melhor organizagdo, desenvolvimento e individualizagdo dos embrides
somaticos. No tratamento com PEG (6%) e maltose (6%) os pro-embrides evoluiram de um
estadio inicial de desenvolvimento, caracterizado por um apice embrionario contendo poucas
células isodiamétricas e por um conjunto de células curtas de suspensor (Fig. 3a), para
embrides somaticos possuindo um apice embrionario organizado e formado por células
isodiamétricas conectadas a um sistema-suspensor com c€lulas mais alongadas (Fig. 3b e 3c),
resultando em uma morfologia semelhante & do embrido zigético pré-cotiledonar (Fig. 3d).
Neste tratamento, foi possivel a identificagdo de embrides somaticos na superficie das
linhagens celulares embriogénicas (Fig. 4b). No tratamento suplementado com PEG © %)
maltose (9 %), na terceira repicagem, foi possivel a identificag@o na superficie das culturas de
embrides somaticos globulares (Fig. 4a). Na quarta repicagem neste mesmo tratamento
ocorreu o alongamento destes embrides (Fig. 4c e 4d), caracterizando a formagdo de embriGes
somaticos no estadio 2 de desenvolvimento (estadio pré-cotiledonar). Nos tratamentos
suplementados com PEG (9 %) e maltose (9%) foi evidenciado o encurtamento das células do
suspensor, quando comparados aos suspensores presentes nas culturas mantidas em meio de
cultura suplementado com PEG (6%) e maltose (6%). Quando comparado ao tratamento
controle, o meio de cultura contendo PEG (3%) e maltose (3%), possibilitou a manutengao da
morfologia bipolar e uma maior organizagdo ‘dos pro-embrides, sem contudo ocorrer sua
individualizacdo. Corpos lipidicos apresentavam-se concentrados principalmente no apice
embrionario, porem sua presenca foi detectada também nas células do suspensor, sobretudo
nos tratamentos contendo PEG e maltose. Acimulo de granulos de amido foi observado tanto

nas células de suspensor e apice embrionario.
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DISCUSSAO

Apesar de pouco eficiente nas condigOes testadas para o presente trabalho, 0 ABA
exogeno tem se mostrado eficiente para o estimulo e desenvolvimento de embrides somaticos
em varias espécies de coniferas (Dunstan & Bock, 1997). Em Picea rubens, o ABA (10-50
pM) permitiu o desenvolvimento de embrides somaticos bipolares (Harry & Thorpe, 1991).
Em Picea glauca, o pré-tratamento em meio isento de 2,4-D e posterior subcultivo em meio
de cultura contendo 48 pM de ABA, possibilitou a maturagdo dos embriGes (Dunstan &
Bethune, 1996). Em Picea mariana e Picea glauca, a permanéncia das culturas embriogénicas
durante 28 dias em meio suplementado com ABA (8-16 uM) resultou nas melhores respostas
(Attree & Fowke, 1990). Ja para Picea abies, a maturagdo foi obtida quando o meio de cultura
foi suplementado com ABA (1 uM) e IBA (1uM) (Becwar ef al., 1989). Em Abies fraseri,
embrides somaticos cotiledonares foram obtidos em meio de cultura suplementado com de
ABA (5 a 80 pM) (Guevin & Kirby, 1997). Em Larix x leptoeuropaea, os embribes somaticos
maturaram apOs quatro semanas em meio de cultura suplementado com ABA (60 uM)
(Gutmann et al., 1996).

Mesmo considerando-se a eficiéncia deste fitorregulador em promover a maturagao de
embrides somaticos de coniferas, as concentragdes empregadas variam consideravelmente,
mesmo em espécies de um mesmo généro. Assim, em Larix os niveis empregados variaram
de 0,025 uM até 60 pM (Bonga ef al., 1995). Mesmo entre diferentes linhagens celulares de
uma mesma espécie como em Larix leptolepis, os niveis de ABA suplementados aos meios de
cultura variaram de 0,1 uM até 50 uM (Ogita et al., 1999).

Um fator critico para a maturagdo de embrides somaticos parece ser a selegdo de
tecidos embriogenéticos em um estadio de desenvolvimento que seja responsivo ao
tratamento com ABA (Newton et al., 1995). Em Pinus pinaster, a dificuldade na regeneragdo
de plantas a partir do tecido embriogénico pode ser explicada pelo nivel de organizagdo dos
embrides somaticos em diferentes linhagens celulares (Bercetche & Paques, 1995). Nesta
mesma espécie, o desenvolvimento de embriGes somaticos em estadio avangado de
desenvolvimento so foi possivel em linhagens celulares contendo embrides somaticos com
um é4pice embrionirio conspicuo conectado a0s Ssuspensores. Em Pinus caribaea, o
requerimento de ABA foi dependente das linhagens celulares: algumas necessitaram somente
de ABA para a maturagio dos embrides (diferenciagdo do hipocdtilo e cotilédones), enquanto
outras foram dependentes deste fitorregulador para ativar o estadio 2 de desenvolvimento

(David et al., 1995). Para Picea abies, embribes somaticos polarizados com apice embrionario



51

conectado a um sistema suspensor bem desenvolvido (tipo A, polar) e embrides somaticos
com simetria radial (tipo A, solar), atingiram o estddio 3 de desenvolvimento em resposta ao
ABA suplementado ao meio de cultura (Jalonen & von Arnold, 1991). Para as linhagens
menos desenvolvidas (tipo B, nio desenvolvido), estes autores sugeriram um possivel
bloqueio no desenvolvimento dos embrides somaticos € a ndo ocorréncia do estadio
necessario para responder ao tratamento com ABA. Este bloqueio poderia indicar que as
células na regido embriogénica separam-se uma das outras durante o desenvolvimento inicial
a0 invés de se desenvolverem em apices erhbrioné.rios (von Arnold et al., 1996).

No presente trabalho, a combinagdo de ABA (60 pM) com PEG 8000 (3 € 6 %) ndo
permitiu a evolugdo das linhagens celulares embriogénicas. Apesar disso, Silveira e Guerra
(1998) obtiveram embrides somaticos de A. angustifolia nos estadios 1 e 2 de
desenvolvimento em meios de cultura suplementados com ABA (50 pM) e PEG 4000 (1%)
apds 90 dias em cultura. O emprego do ABA, associado 4 inclusdo de um agente osmoético
como o PEG, aumenta expressivamente a freqiiéncia de embrides maturos (Fowke & Attree,
1996). Adicionalmente, o aumento da osmolaridade do meio pela inclusdo de um agente
osmoético pode levar ao desenvolvimento do 4pice embrionario (Gupta ez al., 1993). Em Picea
abies, a inclusio de PEG 4000 (5%) aumentou em 50% o numero de embrides somaticos
maturos, sendo que a concentragdo de ABA pouco influenciou nos resultados ja que ndo
foram detectadas diferencas entre os tratamentos com 15 uM de ABA + PEG e 40 uM de
"ABA + PEG (Find, 1997). Nesta mesma espéci:a, a adigdo de PEG 4000 (3,75 %) ao meio
contendo ABA (20 uM), acelerou o processo de maturagido em duas semanas, além de causar
mudancas nas caracteristicas morfogenéticas do embrido, como um aumento de até 40% no
apice embrionario (Svobodova et al., 1999).

O meio de cultura de tecidos e células vegetais contém carboidratos, geralmente
supridos como sacarose ou glucose, os quais atuam como agentes osmoticos e fontes de
carbono e energia (Tremblay & Tremblay, 1991), além de influenciarem a morfologia das
culturas (Norgaard & Krogstrup, 1995). A embriogénese somatica in vitro ocorre em dois
estadios distintos: iniciagdo de células poliembriogénicas e desenvolvimento do embrido, o .
que pode resultar em diferentes requerimentos de carboidratos, dependendo do estadio de
desenvolvimento da cultura (Thompson & Thorpe, 1987).

No presente trabalho, o inositol pouco influenciou o desenvolvimento das culturas. Por
outro lado, a maltose associada ao PEG 3350, promoveu a formagdo de embriGes somaticos
nos estadios 1 e 2 de desenvolvimento. Diferentes fontes de carboidratos ja foram avaliadas

para a maturagio de linhagens celulares embriogénicas de A. angustifolia. Assim, nesta
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espécie, tratamentos de maturagdo com sacarose e frutose resultaram no crescimento das
culturas mas ndo promoveram a formagdo de embrides somaticos. Ja o uso de glucose,
manitol, sorbitol e inositol em concentragdes isomolares (90 mM) resultaram na necrose e
morte das coldnias apos duas semanas de cultivo (Astarita & Guerra, 1998). Em 4dies alba,
lactose e amido solivel aumentaram o numero de embriGes somaticos no estadio 1 de
desenvolvimento (Schuller & Reuther, 1993). O uso da maltose, em substitui¢do a sacarose
tem demonstrado melhores respostas durante a indugdo de culturas embriogénicas € no
desenvolvimento de embrides cotiledonares (Gupta ef al., 1997). Em Pinus taeda o ABA (151
uM) combinado com PEG 3350 (7,5 %) e KCL (10 mM) resultou no maior numero de
embrides maduros nas diferentes linhagens testadas (Li et al, 1997). Posteriormente, meios
de cultura suplementados com maltose (4 %) e PEG 3350 (6 %) associados aos mesmos
niveis de ABA promoveram um aumento na freqiiéncia de embrides somaticos cotiledonares
em Pinus taeda (Li et al., 1998). Para Abies alba, o estadio 3 de desenvolvimento foi obtido
combinando-se ABA (20 pM) com maltose (111 mM) (Hristoforoglu ez al., 1995).

Embora amplamente utilizada na embriogénese de gimnospermas, o ABA isolado ou
associado a um agente osmoético, pode nio ser efetivo ou mesmo necessario para a maturagéo
de embrides somaticos de algumas espécies. Em Pinus sylvestris, embrides somaticos
maturaram espontaneamente quando iniciados ¢ mantidos sob o mesmo meio isento de
fitorreguladores (Lelu et al., 1999). Em Cupressus sempervirens, somente a adicdo de BSA (1
gL™") ao meio de cultura permitiu o desenvolvimento e a maturagdo dos embriGes somaticos
(Sallandrouzé et al, 1999). O desenvolvimento ¢ a maturagdo de embrides somaticos de
Ceratozamia euryphyllidia, sé foi ‘possivel apds o cultivo em meio de cultura isento de
fitorreguladores (Chavez ef al., 1998). Em 4. angustifolia, somente a.suplementagdo com
BSA permitiu maior grau de organizaggo das linhagens celulares embriogénicas.

O comportamento apresentado durante a maturagdo de embriGes somaticos em
diferentes espécies pode estar associado & caracteristicas presentes na embriogénia ou tipo de
semente da espécie. Neste sentido, o modelo de desenvolvimento apresentado pela planta
pode influenciar na presen¢a ou auséncia dos componentes necessarios a0 desenvolvimento
do embrisio. Em Picea glauca, espécie cuja maturagdo dos embrides somaticos € dependente
da presenga de ABA no meio de cultura, os pro-embrides zigoticos apresentaram a maior
concentracdo de ABA aos 38 dias apos a polinizagdo e este valor coincidiu com a redugdo dos
niveis de ABA no megagametofito e precedeu a sintese de substancias de reserva (Carrier ef

al., 1999).



Em embrides zigéticos de Pseudotsuga menziesii a clivagem poliembrionaria ndo tem
sido observada. A hipétese € a de que a semente conteria altas quantidades de ABA
impedindo a ocorréncia da clivagem (Gupta et al, 1995). Se em Pseudotsuga este fato
realmente ocorre, os efeitos do ABA na restrigdo da clivagem nos estadios iniciais do
desenvolvimento dos embrides zigétiéos, Jdevem ocormrer nos estadios que antecedem a
chegada do embriio dominante & cavidade de corrosdo. Em Araucariaceae, somente a
poliembrionia simples tem sido observada (Haines & Prakash, 1980) e a auséncia de clivagem
poderia estar relacionada a presenga, na regiio do apice embrionario, da camada de células da
capa, as quais circundam as células do épice embrionario, dificultando a ocorréncia da
clivagem. A camada de células da capa encontrada em Araucariaceae, € uma caracteristica de
especializagio envolvida de alguma forma na evolugdo desta familia (Buchholz, 1920). E
provavel que o pré-embrifio zigotico em Araucariaceae tenha divergido durante o estadio
inicial de evolugdo do padrio pro-embriondrio das outras coniferas, sofrendo. uma
consideravel especializagdo em uma direcdo ndo relacionada as tendéncias evolucionarias
reconheciveis entre as outras coniferas (Haines & Prakash, 1980). Assim, os resultados
obtidos no presente trabalho, sugerem que em Araucariaceae, esta caracteristica histologica
poderia impedir a ocorréncia da clivagem. Como decorréncia, as culturas embriogenéticas de
A. angustifolia néo responderiam aos tratamentos com ABA, como demonstrado no presente
trabalho, bem como naqueles de Astarita e Guerra (1998) e Silveira e Guerra (1998).

Além do embridio zigético possuir caracteristicas morfologicas que o distinguem das
demais coniferas, as sementes de A. angustifolia sio do tipo recalcitrante (Farrant et al,
1989). A maioria das sementes de é.ngiospermas e coniferas sdo do tipo ortodoxo (Attree &
Fowke, 1993). Este fato pode trazer uma nova abordagem para a maturagdo de embrides
somaticos nesta espécie e sugere que as condigdes descritas para a embriogénese somatica de
coniferas do hemisfério norte (tipo ortodoxo) podem ndo se ajustar aquelas necessarias para a
embriogénese somética de 4. angustifolia. Em coniferas com semente recalcitrante como por
exemplo Podocarpus henkelii, os embrides zigticos continuam a acumular metabolitos e
proteinas de reserva mesmo apos as sementes terem atingido a maturidade (Dodd et al,
1989). Segundo os autores, este comportamento estaria associado como parte da estratégia de
desenvolvimento de sementes recalcitrantes, correspondendo a manutengéo da plena atividade
metaboblica para o continuo crescimento na auséncia da interrupgio do desenvolvimento, 0
qual ocorre apos perda de 4gua em sementes ortodoxas. Em cicadaceas, as sementes sdo
recalcitrantes e em fungdo desta caracteristica parecem ndo responder aos tratamentos com

ABA ou agentes osmoticos, os quais tem sido efetivos na interrupgao da prolifera¢do dos pro-
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embrides somaticos de coniferas e no estimulo para a maturagdo dos embrides somaticos (Litz
etal., 1995). |

Por outro lado, Farrant et al., (1996) trabalhando com eixos embrionarios de sementes
de espécies recalcitrantes de clima tropical e temperado, incluindo A. angustifolia,
demonstrou haver uma relacdo entre a presenga de uma classe especial de proteinas
" semelhantes a deidrina e altos niveis de ABA nas sementes. Estas proteinas podem
proporcionar prote¢o contra baixas temperaturas e perda de agua em condigOes nas quais as
sementes de espécies de clima temperado podem ser naturalmente expostas tendo sido
detectadas em tecidos do eixo embrionario de A. angustifolia (Farrant et al., 1996).

O padrio de desenvolvimento do embrido zigbtico em A. angustifolia pode em parte
explicar alguns dos resultados obtidos no presente trabalho. Porém, além disto, a ineficiéncia
dos tratamentos com ABA poderia também estar relacionada a néio presenga de pro-embrides
somaticos fisiologicamente receptivos a ag@o deste regulador. Neste caso, a suplementagio do
meio de cultura com um agente osmético associado a fonte de carboidrato apropriada poderia
permitir a progressdo & estadios em que o ABA possa ser efetivo, possibilitando entdo a

maturagdo dos embrides.

CONCLUSOES

A) A adigio do PEG 3350 (6 € 9 %) e da maltose (6 € 9 %) ao meio de cultura BM (Guptav&
Pullman, 1991) suplementado com 'BAP (1 pM) e Kin (1 pM) ‘proporcionou a
individualizagdo € o desenvolvimento de embrides somaticos nos estadios 1 e 2 de
desenvolvimento (pré-cotiledonar);

B) O ABA (0, 5, 10, 15, 30 € 60 pM), adicionados ao meio de cultura BM nfio permitiu uma
melhor histogénesé dos pro-embrides somaticos e, na maioria dos casos, provocou a
oxidagdo das linhagens celulares embriogénicas;

C) A suplementagdo com BSA (0,1, 0,2 ¢ 0,3 %) ao meio de cultura BM contendo BAP (1
‘uM) e Kin (1 pM) permitiu uma melhor organizagdo e histogénese dos pro-embrides
somaticos,

D) O emprego do inositol (1 %) e PEG 8000 (3 e 6 %), como osmorreguladores nao

promoveram uma melhor organizagéo dos pro-embriGes somaticos.



REFERENCIAS

ASTARITA, L.V., GUERRA, M.P. Early somatic embryogenesis in Araucaria angustifolia —
induction and mamtenance of embryonal-suspensor mass cultures, Brazilian Journal of
Plant Physiology 10, 1998. p. 113-118.

ATTREE, SM. FOWKE, L.C. Somatic embryo maturation, germination, and soil
establishment of plants of black and white spruce (Picea mariana and Picea glauca), Can.
J. Bot. 68, 1990. p. 2583-2589.

ATTREE, S.M., POMEROY, M K., FOWKE, L.C. Manipulation of conditions for the culture
of somatic embryos of white spruce for improved triacylglycerol biosynthesis and
desiccation tolerance, Planta 187, 1992. p. 395-404.

ATTREE, SM., FOWKE, L.C. Embryogeny of gymnosperms: advances in synthetic seed
technology of conifers, Plant Cell, Tissue and Organ Culture 35, 1993. p. 1-35.

BECWAR, M.R., NOLAND, T.L., WYCKOFF, J.L. Maturation, germination, and conversion
of norway spruce (Picea abzes L.) somatic embryos to plants, In Vitro Cellular &
Developmental Biology 25, 1989. p. 575-580.

BERCETCHE, J., PAQUES, M. Somatic embryogenesis in maritime pme (Pinus pmaster)
in S. JAIN, P. GUPTA e R. NEWTON (eds.), Somatic Embryogenesis in Woody Plants, v.
3, Kluwer Academic Publishers, Dordrecht, 1995. p. 221-242.

BONGA, JM., KLIMASZEWSKA, K., LELU, MA, von ADERKAS, P. Somatic
embryogenesns in Larix, in S. JAIN P. GUPTA ¢ R. NEWTON (eds.), Somatic
Embryogenesis in Woody Plants, v. 3, Kluwer Academic Publishers, Dordrecht, 1995. p.
315-340.

BUCHHOLZ, J.T. Embryo development and polyembryony in relation to the phylogeny of
conifers, American Journal of Botany 7, 1920. p. 125-145.

CARRIER, D.J, KENDALL, EJ,, BOCK, CA, CUNN]NGHAM, JE., DUNSTAN, D.L
Water content lipid deposition, and {+)-abscisic acid content in developlng white spruce
seeds, Journal of Experimental Botany 50, 1999. p. 1359-1364.

CHAVEZ, V.M, LITZ, RE, MONROY, M., MOON, P.A., VOVIDES, AM. Regeneration
of Ceratozamia eur)phyllzdza (Cycadales, Gymnospermae) plants from embryogenic leaf
cultures derived from mature-phase trees, Plant Cell Reports 17, 1998. p. 612-616.

DAVID, A., LAINE, E., DAVID, H. Somatic embryogenesis in Pinus caribaea, in S. JAIN,
P. GUPTA eR. NEWTON (eds.), Somatic Embryogenesis in Woody Plants, v. 3, Kluwer
Academic Publishers, Dordrecht, 1995. p. 145-181.

DODD, M.C., Van STADEN, J., SMITH, M. Seed development in Podocarpus henkelii: an
ultrastructural and blochemlcal study, Annals of Botany 64, 1989. p. 297-310.

DODEMAN, V.L., DUCREUX, G., KREIS, M. Zygotic embryogenesis versus somatic
embryogenesis, Journal of Expenmental Botany 48, 1997. p. 1493-1509.

DUNSTAN, D.I, BETHUNE, T.D. Variability in maturation and germination from white
spruce somatlc embryos, as affected by age and use of solid or liquid culture, In Vitro
Cell. Dev. Biol.-Plant 32, 1996. p. 165-170.

DUNSTAN, D.I, BOCK, C.A. Abscisic acid [(+)-ABA] content in wh1te spruce somatic
embryo tlssues related to concentration of fed ABA, J. Plant Physiol. 150, 1997. p. 691-
696.

DUNSTAN, DI, DONG, J.Z., CARRIER, D.J., ABRAMS, SR Events following ABA
treatment of spruce somatic ernbryos In Vltro Cell. Dev. Biol.-Plant 34, 1998. p. 159-
168.



56

FARRANT, J.M., PAMMENTER, N.W., BERJAK, P. Germination associated events and the
desiccation sensitivity of recalcitrant seeds: a study on three unrelated spedies, Planta 178,
1989. p. 189-198.

FARRANT, ] M., PAMMENTER, N.W., BERJAK, P., FARNSWORTH, E.J., VERTUCCI,
C.W. Presence of dehydrin-like proteins and levels. of abscisic acid in recalcitrant
(desiccation sensitive) seeds may be related to habitat, Seed Science Research 6, 1996. p.
175-182.

FIND, J.I. Changes in endogenous ABA levels in developing somatic embryos of Norway
spruce (Picea abies (L.) Karst.) in relation to maturation medium, desiccation and
germination, Plant Science 128, 1997. p. 75-83.

FOWKE, L.C., ATTREE, SM, BINAROVA, P., GALWAY, ME., Wang, H. Conifer
somatic embryogenesis for studies of plant cell biology, In Vitro Cell. Dev. Biol. 31,
1995. p. 1-7.

FOWKE, L., ATTREE, S. Conifer somatic embryogenesis: studies of embryo development
and the cell biology of conifer cells and protoplasts, Plant Tissue Culture and
Biotechnology 2, 1996. p. 124-130. 3

GUERRA, MP., SILVEIRA, V., SANTOS, AL W., ASTARITA, L.V, NODARI, R.O.
Somatic Embryogenesis in Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze, in S. JAIN, P.
GUPTA e R. NEWTON (eds.), Somatic Embryogenesis in Woody Plants, v. 6, Kluwer
Academic Publishers, Dordrecht, 2000 (in press).

GUEVIN, T.G., KIRBY, E.G. Induction of embryogenesis in cultured mature zygotic
embryos of Abies fraseri (Pursh) Poir, Plant Cell, Tissue and Organ Culture 49, 1997. p.
219-222.

GUPTA. PX., PULLMAN, G.S. Method for reproducing coniferous plants by somatic
embryogenesis using abscisic acid and osmotic potential variation, U.S. Patent No.
5,036,007, 1991. '

GUPTA, P.X., PULLMAN, G., TIMMIS, R., KREITINGER, M., CARLSON, W.C., GROB,
J., WELTY, E. Forestry in the 21st Century, Bio/technology 11, 1993. p. 454-459.

GUPTA, PX., TIMMIS, R, TIMMIS, K.A., CARLSON, W.C., WELTY, D.E. Somatic
embryogenesis in Douglas-fir (Pseudotsuga menziesii), in S. JAIN, P. GUPTA ¢ R.
NEWTON (eds.), Somatic Embryogenesis 1n Woody Plants, v. 3, Kluwer Academic
Publishers, Dordrecht, 1995. p. 303-313.

GUPTA, PX., TIMMIS, R, LEFF, S., HOLMSTROM, D, BUDWORTH, D. Production of
higher yields of good quality cotyledonary conifer embryos from large number of
genotypes using maltose in maintenance medium, Joint Meeting of the IUFRO Working
Parties 2.04-07 e 2.04-06 Somatic Cell Genetics and Molecular Genetics of Trees, Quebec,
1997. p. 18.

GUTMANN, M., von ADERKAS, P., LABEL, P., LELU, M.A. Effects of abscisic acid on
somatic embryo maturation of hybrid larch, Journal of Experimental Botany 47, 1996. p.
1905-1917.

HAINES, R.J., PRAKASHA, N. Proembryo development and suspensor elongation in
Araucaria juss, Australian Journal of Botany 28, 1980. p. 511-522.

HARRY, LS., THORPE, T.A. Somatic embryogenesis and plant regeneration from mature
zygotic embryos of red spruce, Bot. Gaz 152, 1991. p. 446-452.

HRISTOFOROGLU, K., SCHMIDT, J., NORDENKAMPF, H.B. Development and
germination of Abies alba somatic embryos, Plant Cell, Tissue and Organ Culture 40,
1995. p. 277-284. '

JALONEN, P., von ARNOLD, S. Characterization of embryogenic cell lines of Picea abies in
relation to their competence for maturation, Plant Cell Report 10, 1991. p. 384-387.



KLIMASZEWSKA, K., SMITH, D.R. Maturation of somatic embryos of Pinus strobus is
promoted by a high concentration of gellan gum, Physiologia Plantarum 100, 1997. p.
949-957.

LELU, M.A., BASTIEN, C., DRUGEAULT, A, GOUEZ, M.L., KLIMASZEWSKA, K.
Somatic embryogenesis and plantlet development in Pinus sylvestris and Pinus pinaster on
medium with and without growth regulators, Physiologia Plantarum 105, 1999. p. 719-
728.

LI, X.Y., HUANG, F.H., GBUR, E.E. Polyethylene glycol-promoted development of somatic
embryos in loblolly pine (Pinus taeda L.), In Vitro Cell Dev. Biol.-Plant 33, 1997. p. 184-
189.

Li, X.Y., HUANG, F.H.,, MURPHY, J.B., GBUR, EE. Polyethylene glycol and maltose
enhance somatic embryo maturation in loblolly pine (Pinus taeda L.), In Vitro Cell Dev.
Biol.-Plant 34, 1998. p. 22-26.

LITZ, R.E., CHAVES, V.M, MOON, P.A. Somatic embryogenesis in the Cycadales, in S.
JAIN, P. GUPTA e R. NEWTON (eds.), Somatic Embryogenesis in Woody Plants, v. 3,
Kluwer Academic Publishers, Dordrecht, 1995. p. 1-15.

NEWTON, R.J., MAREK-SWIZE, K. A.,, MAGALLANES-CEDENO, ME., DONG N,
SEN, S., JA]N S.M. Somatic embryogenesis in Slash pine (Pinus ellzotm Engelm.), in
S. JA]N, P. GUPTA e R. NEWTON (eds.), Somatic Embryogenesis in Woody Plants, v. 3,
Kluwer Academic Publishers, Dordrecht, 1995. p. 183-195.

NORGAARD, J.V., KROGSTRUP, P. Somatic embryogenesis in Abies spp., in S. JAIN, P.
GUPTA e¢ R. NEWTON (eds.), Somatic Embryogenesis in Woody Plants, v. 3, Kluwer
Academic Publishers, Dordrecht, 1995. p. 341-355.

OGITA, S., ISHIKAWA, H., KUBO, T. Somatic embryogensis from immature and mature
zigotic embryos of Cryptomeria japonica I. Embryogenic cell induction and its
morphological characteristics, J. Wood Sci 45, 1999. p. 87-91.

SALLANDROUZE, A., FAUROBERT, M., MAATAOUI, M.E., ESPAGNAC, H. Two-
dimensional electrophoretic analysis of proteins associated with somatic embryogenesis
development in Cupressus sempervirens L., Electrophoresis 20, 1999. p. 1109-1119.

SCHULLER, A., REUTHER, G. Response of #Abies alba embryonal-suspensor mass to
various carbohydrate treatments, Plant Cell Reports 12, 1993. p. 199-202.

SILVEIRA, V., GUERRA, MP. Indugdo & Poliembriogénese Somatica em Araucaria
angustifolia (Bert) O Ktze., Genetics and Molecular Biology 21 (supplement), 1998. p.
226.

SVOBODOVA, H., ALBRECHTOVA, J., KUMSTYROVA, L., LIPAVSKA, H., VAGNER,
M., VONDRAKOVA, Z. Somatic embryogenesis in Norway spruce: Anatomical study of
embryo development and influence of polyethylene glycol on maturation process, Plant
Physiol. Biochem. 37, 1999. p. 209-221

TAUTORUS, T.E., FOWKE, L.C., DUNSTAN, D.I Somatic embryogenesis in conifers,
Canadian Journal of Botany 69, 1991. p. 1873-1899.

THOMPSON, M.R., THORPE, T.A. Metabolic and non-metabolic roles of carbohydrates,
in JM. BONGA e D.J. DURZAN (eds.), Cell and Tissue Culture in Forestry v. 1,
Martinus Nijhoff Publishers, Dordrecht, 1987. p. 89-112.

TREMBLAY, L., TREMBLAY, F. Effects of gelling agents, ammonium nitrate, and light on
the development of Picea rubens Sarg. (Red spruce) somatic embryos, Plant Science 77,
1991. p. 233-242.

von ARNOLD, S., CLAPHAM, D., EGERTSDOTTER, U, MO, LH. Somatic
embryogenesis in conifers - A case study of induction and development of somatic
embryos in Picea abies, Plant Growth Regulation 20, 1996. p. 3-9.



58

Capitulo 3

Aspectos bioquimicos e parimetros de crescimento celular em

linhagens celulares embriogénicas de Araucaria angustifolia

(Bert.) O. Kuntze.



INTRODUCAO

Suspensdes celulares normalmente exibem um padrio de crescimento celular descrito
-por uma curva sigmoéide (Krogstrup, 1990), apresentando uma fase de desenvolvimento
inicial, seguida por uma fase exponencial linear, e estacionaria de crescimento. A fase inicial
de desenvolvimento é caracterizada por um periodo de adaptagdo, durante o qual as células
assimilam nutrientes disponiveis no meio de cultura, utilizando-os para sustentar uma intensa
atividade de biossintese celular. Esta atividade declina com o inicio da proxima fase, ou seja a
fase exponencial, a qual ¢ caracterizada por um periodo de intensa divisdo celular. Na fase
linear, a taxa de crescimento celular declina uniformemente com o tempo, até alcé.ng:ar a fase
estacionaria onde ja ocorreu o aumento maximo no nimero de células (Grey ef al, 1987,
George, 1993).

O estabelecimento de ciclos repetitivos de divisdo celular € o controle restrito dos
processos de diferenciagio celular pode ser considerado o ponto de partida para o
estabelecimento € manutengio de linhagens celulares embriogénicas (Guerra et al, 1999).
Suspensdes celulares mantidas em biorreatores, agitadores rotatérios ou agitadores
convencionais tem sido rotineiramente empregadas para a multiplicagdo e manutengio de
culturas embriogénicas de coniferas (Tautorus ef al, 1991). Além disso, o uso de suspensoes
celulares proporciona um sistema experimental adequado para estudos sobre a nutrigéio e
dinamica de crescimento das culturas embriogénicas (Lulsdorf et al., 1992), permite elucidar
aspectos basicos da biologia celular de coniferas (Fowke et al., 1997), a produgdo de
metabolitos de interesse como por éxemplo alcalbides (Schripsema & Verpoorte, 1992) € €
fonte de células para programas de transformagao genética (Wenck ez al., 1999).

Suspensdes celulares sdo consideradas a forma mais apropriada para o cultivo massal
de células vegetais (Wickremesinhe & Arteca, 1994), permitindo a redugdo dos custos da
propagagio clonal (Vasil, 1994). Com o propésito de aumentar o potencial da embriogénese
somatica como sistema de propagacdo vegetativa e tornar economicamente viavel a produgao
de embrides somaticos destinados & formagdo de plantios florestais clonais, € necessario o
desenvolvimento de condi¢des de cultura apropriadas' para manuten¢do e multiplicagdo de
culturas embriogénicas em suspensdes celulares (Lulsdorf ef al., 1992). Neste sentido, estudos
que contemplem a avaliagdo das culturas embriogénicas em suspens3o, juntamente com
estudos nutricionais e bioquimicos permitirdo a obtengdo de pardmetros para a elaboracdo e
emprego de biorreatores, possibilitando o uso da embriogénese soméatica a nivel comercial

(Tautorus et al., 1991).
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De forma semelhante, o conhecimento do ambiente bioquimico basico associado com
o desenvolvimento e germinagdo de embrides zig6ticos pode auxiliar no desenvolvimento de
meios de cultura mais racionais na embriogénese somatica de coniferas (Feirer, 1995), além
de proporcionar a identificagdo de marcadores bioquimicos que sejam indicativos de estadios
especificos do desenvolvimento embrionario (Jain & Ishii, 1997). Dentre os aspectos
bioquimicos relacionados com a poliembriogénese zigotica e somatica em coniferas, atengio
especial tem sido direcionada ao estudo do actimulo e mobilizagdo de proteinas de reserva nas
sementes (Hakman, 1993).

As proteinas nas sementes podem ser subdivididas em categorias, denominadas de
proteinas de reserva, as quais compdem a maior parte das proteinas e que servem como fonte
de aminoacidos para uso durante a germinagdo e crescimento da muda (Higgins, 1984,
Shewry et al., 1995), proteinas estruturais, as quais 30 essenciais para o normal metabolismo
celular (Higgins, 1984) e proteinas enzimaticas. Proteinas de reserva sao consideradas
marcadores do processo de maturagdo em embrides zigéticos de gimnospermas e
angiospermas (Dunstan ef al., 1998). Nas coniferas, tanto embrides somaticos como embrides
zigoticos acumulam proteinas de reserva em abundéncia, durante a fase de matura¢do dos
embrides (Hakman ef al., 1990). Estudos referentes ao controle do processo de maturagdo,
tanto em sementes como em embrides somaticos, requerem um melhor entendimento das
mudangas estruturais nos tecidos ativos na acumulagio de substincias de reserva, bem como o
conhecimento das proteinas de reserva presentes na semente (Hakman, 1993).

O objetivo deste estudo foi analisar alguns pardmetros de crescimento de suspensdes
celulares de 4. angustifolia, mantidas na auséncia ou presenga de fitorreguladores (2,4-D,
BAP e Kin). Além disso, foi feito um estudo comparativo do padrdo de proteinas totais
apresentado -por linhagens celulares embriogénicas, embrides zigoticos cotiledonares e seus

respectivos megagametofitos.
MATERIAL E METODOS
Material Vegetal
Neste experimento, foram utilizadas as linhagens celulares embriogénicas BMo202 €
BM,212 além de embrides zigdticos cotiledonares e seus respectivos megagametofitos

excisados de sementes maduras de A. angustifolia coletadas de uma planta matriz no

municipio de Lages (SC). As linhagens celulares embriogénicas BM202 ¢ BM;212 foram
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induzidas no mesmo periodo (dezembro/98) e passaram pelo mesmo numero de subcultivos
em meio semi-solido, e vem sendo mantidas no escuro a 25 % 2° C. Entretanto, tanto a fase de
indugdo como a de manutengdo foi realizada em tratamentos diferentes. A linhagem celular
embriogénica BMo202 foi induzida e mantida em meio de cultura BMy, composto pela
formulag@o salina de Gupta e Pullman (1991) suplementada com sacarose 30,0 gL acido
nicotinico 0,5 mg.L", piridoxina-HC1 0,5 mg.L", tiamina-HCI 1,0 mg. L, glicina 2,0 mg.L?,
L-glutamina 1000,0 mg.L", caseina hidrolisada 500,0 mg.L", mio-inositol 1000 mgL™" e agar
6,5 gL, A linhagem celular embriogénica BM;212 foi induzida em meio de cultura BMs,
composto pelo meio de cultura BMy suplementado com fitorreguladores 2,4-D (5 uM), BAP
(2 uM) e Kin (2 pM), sendo na fase de manutengdo subcultivada em meio de cultura BM;
composto pelo meio de cultura BMy suplementado com 2,4-D (2 utM), BAP (1 pM) e Kin (1
uM).

Suspensdes celulares

'As linhagens celulares embriogénicas BM202 ¢ BM,212 foram estabelecidas como
suspensdes celulares, utilizando-se os mesmos meios de cultura utilizados na fase de
manutengio (BMy € BM;) com excegdo do agar. Como indculo inicial utilizou-se 0,25 g (peso
fresco) de linhagem celular embriogénica, inoculadas em frascos de Steward contendo 120
mL de meio de cultura. Os frascos contendo as suspensdes celulares foram mantidos no
escuro a temperatura de 25° C, em agitador rotatorio horizontal (1 rpm). Foram utilizados 16
frascos de Steward (oito frascos para cada linhagem celular embriogénica) para medi¢do do
pH e concentragdo de gliicose do meio de cultura, e quantificagdo de proteinas extracelulares.
Cada um dos frascos correspondeu a uma amostra com cerca de 120 mL de meio de cultura
retirada com 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40 dias de cultivo. Para a medigdo do pH do meio de
cultura foram feitas medicdes logo apos a autoclavagem deste. Para o acompanhamento da
dinamica de crescimento das linhagens celulares embriogénicas BMo202 ¢ BM;212, através
da técnica volumétrica ou de sedimentagio celular, foram utilizados quatro frascos de Steward -
(dois frascos para cada linhagem celular embriogénica), adaptados com tubos graduados de
centrifuga, realizando-se as medigdes a cada trés dias (42 dias de cultivo). No estudo da
dinimica de crescimento das linhagens celulares embriogénicas a quantidade de inoculo
inicial, volume de meio de cultura e condicdes de armazenamento foram as mesmas
empregadas para os frascos utilizado.s na quantificag@o das proteinas extracelulares e medi¢éo

do pH e concentrag@o de glucose no meio de cultura.
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Parametros de crescimento

A determinacio do volume celular sedimentado consistiu na inversdo da posi¢do dos
frascos de Steward para sedimhenta¢do das células no tubo de centrifuga. Ap6s 30 minutos,
realizou-se a leitura do volume de vélulas sedimentadas em cada um dos quatro frascos.

Para quantificagio das proteinas extracelulares, e medi¢io do pH e concentragdo de
glucose no meio de cultura, as suspensoes celulares BM202 ¢ BM;212 foram filtradas em
malha de 200 um e posteriormente centrifugadas por 15 minutos a 5.000 rpm. Trés aliquotas
de 10 mL do meio de cultura (sobrenadante) foram utilizadas para determinag¢io do pH do
meio de cultura. Ao restante do meio de cultura (80-90 mL) foram adicionadas duas gotas de
1 mM de fenilmetil sulfonil fluoreto (PMSF), sendo posteriormente armazenado a 0° C até o
momento da quantificagio das proteinas extracelulares.

As proteinas extracelulares foram precipitadas durante 24 horas, a 4° C, adicionando-
se 15 mL de lcool etilico absoluto em 20 mL do meio de cultura (proporgdo de 1 volume de
glcool etilico absoluto para cada 1,5 volume de meio de cultura). Em seguida, as amostras -
foram centrifugadas durante 10 minutos a 8.000 rpm a temperatura de 0° C. O precipitado
formado foi ressuspendido em 250 pL de solugdo 50 mM de fosfato de sodio dibasico (pH
7,0) sendo o sobrenadante descartado. A concentragdo de ' proteinas extraéelulares
ressuspendidas na solug¢go de fosfato de sodio dibasico foi estimada espectrofotometricamente
(UV-120, Shimadzu®) ﬁtilizando-se o método colgrimétrico de Bradford (1976) medindo-se a
absorbincia a 595 nm.

Para determinag#io da concentragdo de glucose presente no meio de cultura, utilizaram-
se 100 pL de meio de cultura, ao qual adicionou-se 1 mL de agua destilada. Em seguida
retirou-se 100 pL da amostra diluida, e adicionou-se 2 mL do reagenté de cor. A solugdo
formada foi aquecida durante 10 minutos em banho-maria (100° C) e posteriormente resfriada
durante dois minutos em agua (temperatura ambiente). A concentragdo de glucose presente
em cada amostra foi determinada espectrofotometricamente (UV-120, Shimadzu®) pelo uso
de um kit para dosagem de glucose (Analiza®) lendo-se a intensidade de absorbancia a 630

nm.
Extraciio das proteinas totais e eletroforese

Aproximadamente um grama das linhagens embriogénicas BM,202 e BM;212,

embrides zigoticos cotiledonares e seus respectivos megagametofitos foram utilizados para
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extragio das proteinas totais. Os embrides zigoticos € 0s megagametofitos foram extraidos das
sementes em banho de gelo (4° C) e posteriormente congelados até o momento da exfragio
das proteinas totais. As linhagens celulares embriogénicas foram retiradas do meio de cultura
semi-s6lido BMy e BM; (Capitulol, pag. 22) e logo em seguida foram utilizadas para extragio
das proteinas totais.

Independentemente do tipo de material vegetal utilizado (in vivo ou in vitro), foi
adotada a mesma metodologia para extragdo das proteinas totais. O material vegetal foi
transferido para um cadinho de porcelana mantido em banho de gelo (4° C), onde
posteriérmente adicionou-se nitrogénio liquido e macerou-se o material vegetal até ser
pulverizado. O material vegetal pulverizado foi homogeneizado em 200 uL de tampdo de
extragio (previamente resfriado) contendo 50 mM de fosfato de sodio dibasico (pH 7,0), 1,5
% de B-mercaptoetanol, 0,5 % de SDS e 1mM de PMSF. O extrato obtido foi centrifugado a
5.000 rpm por 10 minutos a 0° C. As proteinas totais presentes no sobrenadante foram
precipitadas a 4° C por pelo menos 24 horas, apods a adigdo de um a dois volumes de lcool
etilico absoluto. Em seguida, a amostra contendo as proteinas totais precipitédas foi
centrifugada a 8.000 rpm, por 20 minutos, a 0° C. O sobrenadante obtido foi descartado € o
material sedimentado foi ressuspendido em 250 pL de solugdo 50 mM de fosfato de sodio
dibasico (pH 7,0) e, em seguida, aquecido por dois a cinco minutos em banho maria
(aproximadamente 70-80° C) para completa homogeneizagdo da amostra. A concentragdo de
proteinas totais contida em cada amostra foi determinada espectrofotometricamente (UV—120,‘
Shimadzu®) através do método colorimétrico de Bradford (1976) medindo-se a absorbancia a
595 nm. | |

Determinada a concentragio de proteinas totais, as amostras fofarri diluidas com
tampdo de amostra, sendo o padrdo de proteinas totais determinado por eletroforese em gel de
poliacrilamida (12 %) em condigbes desnaturantes (Laemmli, 1970). Aproximadamente 25
uL de cada amostra contendo 80 pg de proteinas foi depositada por pogo. O padrdo para
determinagio do peso molecular das proteinas foi: miosina, 205 kDa; B-galactosidase, 116
kDa; fosforilase b, 97,4 kDa; albumina bovina, 66 -kDa; ovoalbumina, 45 kDa; anidrase
carbonica, 29 kDa. Apés a eletroforese, o gel foi banhado em solugdo 20 % (p/v) de TCA e

em seguida corado com Coomassie brilliant blue R-250 durante 12 horas no escuro.
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RESULTADOS
Dinadmica de crescimento das suspensdes celulares

Apos 42 dias de cultivo, as suspensdes celulares das linhagens embriogénicas BM202
e BM,;212 apresentaram um volume celular sedimentado de 38,50 e 39,75 mL
respectivamente (Fig. 1). O crescimento médio na linhagem celular embriogénica BM,202 foi
de 0,92 mL/dia, enquanto que na linhagem celular embriogénica BM;212 foi de 0,95 mL/dia.
Apesar das linhagens celulares embriogénicas apresentarem um volume final de células
sedimentadas semelhante, o perfil da cinética de crescimento nas fases da curva foi
diferenciado. Comparativamente, a suspensdo celular da linhagem celular embriogénica
BM;212 mantida no meio de cultura BM, apresentou de forma distinta, durante os 42 dias de
cultivo, as fases de desenvolvimento inicial, exponencial, linear e estacionaria. Ja a suspensao
celular da linhagem celular embriogénica BM202 mantida no meio de cultura BM,,
apresentou uma fase exponencial pouco pronunciada e até o 42° dia de cultivo ainda ndo
havia entrado na fase estacionaria. Até o 9° dia de cultivo, as linhagens celulares
embriogénicas BMy202 e BM,212 mantiveram-se na fase de desenvolvimento inicial. Apos
este ponto, a linhagem celular embriogénica BM;212 deu inicio a fase exponencial de
crescimentd, aumentando rapidamente o volume de células sedimentadas. Entre o 22° e 38°
dia de cultivo, a linhagem celular embriogénica BM;212 apresentou menores variagdes no
volume de células sedimentadas, demonstrando a tendéncia de um padrio linear de
crescimento. A partir do 39° dia houve uma desaceleragio na taxa de crescimento da
linhagem celular embriogénica BM,212, indicando o inicio da fase estaciondria de
crescimento. ' _

Para a linhagem celular embriogénica BM202 a fase exponencial durou do 10° até o
21° de cultura, entretanto esta fase foi menos evidente quando comparada a linhagem ceiular
embriogénica BM;212. A fase linear da linhagem celular embriogénica BMy202 comegou no

22° dia de cultivo, ndo sendo identificada a fase estacionaria apos 42 dias de cultivo.
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Figura 1. Curva de crescimento das suspensoes celulares de linhagens celulares
embriogénicas de A. angustifolia, em meio de cultura BMo202 e
BM,212. Média e desvio padrdo de duas repeti¢bes por ponto.

pH do meio de cultura

Com relagio ao valor do pH do meio de cultura, as suspensdes celulares das linhagens
celulares embriogénicas BM202 € BM;212 pouco diferiram inicialmente entre si em relagéo
ao seu comportamento (Fig. 2). Até o inicio da fase exponencial de crescimento o valor do pH
do meio de cultura na suspensio celular da linhagem celular embriogénica BM>212 manteve-
se em niveis superiores ao da suspenséc; celular da linhagem celular embriogé€nica BM202,
alternando este panorama em seguida. Na suspensdo celular da linhagem celular embriogénica
BM,212 ap6s o meio de cultura ser autoclavado (pH 5,43) até a fase estacionaria da curva de
crescimento (pH 3,09) houve uma queda progressiva nos valores do pH do meio de cultura.
Para a suspensdo celular da linhagem celular embriogépica BM202, o valor do pH do meio
de cultura observado ap6s este ser autoclavado foi de 5,39, ocorrendo posteriormente a queda
nos valores até o 30° dia de cultivo (pH 3,79) havendo um aumento a partir deste ponto (pH

5,02) e uma nova queda ao término das medig¢Ges (pH 4,22).
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Figura 2. Variagdes de pH do meio de cultura de suspensdes celulares de
linhagens celulares embriogénicas de A. angustifolia, em meio de
cultura BMy202 e BM;212. Média e desvio padrdo de trés repeticdes
por ponto. -

Proteinas extracelulares

Com relagio s proteinas extracelulares, as linhagens celulares embriogénicas BM202
e BM,212 apresentaram um comportamento semelhante de aumento da quantidade de
proteinas extracelulares com o transcorrer do tempo de cultivo (Fig. 3). Entretanto, na
suspensio celular da linhagem celular embriogénica BM,202 foram encontrados, em todos os
pontos analisados, valores superiores de proteinas extracelulares quando comparados com a
suspensao ceh‘ﬂarv BM,212. Na linhagem BM,212, até inicio da fase exponencial de
crescimento, ndo foi possivel a quantificagdo g_ias proteinas extracelulares. A partir deste
ponto, 4 medida em que houve o aumento no volume de células sedimentadas, foi possivel a
quantificagdo das proteinas extracelulares. J4, para a suspensio celular da linhagem celular
embriogénicas BMp202, desde a fase inicial de desenvolvimento foi possivel a quvantiﬁcag:éo

das proteinas extracelulares.
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Figura 3. Variagdes na quantidade de proteinas extracelulares em suspensdes
celulares de linhagens celulares embriogénicas de 4. angustifolia, em
meio de cultura BMy202 ¢ BM;212. Média e desvio padrdo de duas
repeti¢Ges por ponto.

Concentracio de glucose no meio de cultura

As suspensdes celulares BM(202 e BM;212 demonstraram perfis distintos quanto ao
consumo de glucose presente no meio de cultura (Fig. 4). O perfil de utilizagdo de glucose
pela linhagen BM;202 caracterizou-se por um periodo de consumo iniciai baixo
(desenvolvimento jnicial e fase exponencial), éumentand_o posteriormente até atihgir um
ponto maximo, ocorrendo em seguida uma queda progressiva na sua concentragao no meio de
cultura (fase linear). Na linhagem BM,212, também foi caracterizado um consumo inicial
baixo de glucose (desenvolvimento inicial e fase exponencial), seguido por um perfil de
oscilagdo entre aumento e diminuicio na sua presenga no meio de cultura (fase linear e
estacioné.fia de crescimento).

Na suspensio celular BM,212, o ponto maximo na concentragdo de glucose no meio
de cultura ocorreu no 35° dia de cultivo, diminuindo progressivamente seu valor a partir deste
ponto e, este ponto coincidiu com a entrada na fase estacionaria de crescimento (35° dia).
Para suspensio celular da linhagem BM,202, a quantidade maxima de glucose no meio de
cultura, ocorreu no 30° dia de cultivo, declinando nas fases posteriores da curva de
crescimento. Este ponto foi quantificado durante o transcorrer da fase linear de crescimento, e
ao final dos 40 dias de cultivo a concentragio de glucose presente no meio de cultura da
suspensdo celular da linhagem celular embriogénicas BM,202 foi menor que a quantidade

presente no meio de cultura da suspensdo celular BM,212.
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Figura 4. Variagdes na concentragdo de glucose do meio de cultura em
suspensdes celulares de linhagens celulares embriogénicas de A.
angustifolia, em meio de cultura BM202 e BM,212. Média e desvio -
padrdo de trés repetigdes por ponto. '

Padrio de proteinas totais

O perfil protéico apresentado pelas linhagens celulares BMp202 ¢ BM3212  pouco
diferiu entre si (Fig. 5). Nas duas linhagens foram detectadas proteinas na faixa acima de 205
kDa até 45 kDa. Contudo, na linhagem BM,212, mantida na presenga de fitorreguladores
(2,4-D, BAP e Kin), a expressdo destas proteinas foi mais pronunciada, com exce¢do da
banda com massa molecular de aproximadamente 45 kDa que se -destacou de forma
semelhante nas duas linhagens celulareé embriogénicas. De forma similar, o perfil protéico
observado para os embribes zigéticos cotiledonares € megagamétéﬁtos também foi
semelhante entre si (Fig. 5). Comparativamente, as linhagens BM202 e BM,212
apresentaram uma banda com massa molecular de aproximadamente 45 kDa ndo identificada
nos embrides zigdticos cotiledonares e megagametofitos. Por outro lado, os embrides
zigbticos e megagametofitos apresentaram uma banda com proteinas de massa molecular
entre 66 kDa e 45 kDa e outras duas bandas abaixo de 29 kDa no observadas nas linhagens
celulares embriogénicas BM202 e BM,212.
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Figura 5. Eletroforese de proteinas totais da linhagem celular BM>212 (linha 1); padrédo
peso molecular das proteinas (linha 2); linhagem celular BM202 (linha 3);
embrido zigético cotiledonar (linha 4); megagametéfito (linha 5). Gel foi

- corado com Commassie Brilliant Blue R-250 e a massa molecular do padrio

de proteinas (indicado no quadro da direita) foi composto por: miosina, 205

"kDa; B-galactosidase, 116 kDa; fosforilase b, 97,4 kDa; albumina bovina, 66
kDa; ovoalbumina, 45 kDa; anidrase carbonica, 29 kDa.
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DISCUSSAO
Dinamica de crescimento das suspensdes celulares

Apesar de revelarem uma taxa média de crescimento semelhante, apos 42 dias de
cultivo, as suspensdes celulares das linhagens BMo202 e BM,212 diferiram em relagdo ao
niimero de dias necessarios para atingir a fase estacionaria de crescimento. E possivel que este
perfil possa estar relacionado ao nivel de organiza¢do celular apresentado pelas culturas. No
meio de manutencio em meio de cultura semi-solido, as linhagens celulares mantidas em
meio de cultura BM, apresentam um padrio de organizagdo tipico de pro-embrides
(bipolaridade), com histogénese mais conspicua do que a observada nas linhagens celulares
mantidas em meio de cultura BM, (Fig. 6). Em Pinus pinaster, o nivel de orgz;.nizag:io das
linhagens celulares embriogénicas influenciou o crescimento no meio liquido, sendo que
normalmente culturas embriogénicas menos organizadas cresceram melhor (Bercetche &
Paques, 1995). Em Picea abies, culturas embriogénicas tipo A (embrides somaticos bipolares)
apresentam menor crescimento no meio liquido quando comparados a cultura tipo B
(embrides somaticos pouco desenvolvidos) (Egertsdotter ez al., 1993).

Nas suspensdes celulares das linhagens BM,202 € BM;212, a fase inicial de
desenvolvimento durou nove dias, diferindo 2 partir dai com relagdo ao volume sedimentado
de células. Para a suspensdo celular da linhagem BM,212, a fase estacionaria de crescimento
foi atingida no 36° dia de cu]tivo,. énquanto que a suspensdo celular da linhagem BM,202 ndo
atingiu este mesmo patamar ap6s o 42° dia de cultivo. Este longo periodo registrado na fase
de desenvolvimento inicial pode estar associado com a densidade de in6culo inicial utilizada
(0,25 g) para o estabelecimento das suspensoes celulares. A densidade de in6culo inicial afeta
a taxa inicial de crescimento in vitro. Quantidades de indculo inicial maiores geralmente
crescem mais rapido no inicio da suspensdo celular do que quantidades menores (George,
1993). Em suspensdes celulares de 4. angustifolia, Astarita e Guerra (1998) utilizaram uma
grama de células como indculo inicial, obtendo uma fase de desenvolvimento inicial que se
estendeu até o 5° dia de cultivo sendo no 30° dia atingida a fase estacionaria. Em suspensdes
celulares de Picea glauca-engelmanni e Picea mariana foram utilizadas duas gramas de
inéculo inicial, ndo sendo observada a fase de desenvolvimento inicial e no 21° dia de cultivo

atingiu-se a fase estacionaria (Lulsdorf ez al., 1992).
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pH do meio de cultura

Os valores de pH do meio de cultura obtidos para as suspensdes celulares das
linhagens celulares embriogénicas BM202 e BM,212, mantidas em meio de cultura BMj e
BM,, apresentaram comportamento diferenciado em relagdo a outros relatos em coniferas.
Normalmente, existe uma tendéncia de queda no valor do pH do meio de cultura com
posterior aumento no seu valor durante o transcorrer da curva de crescimento. Este
comportamento é normalmente observado em meios de cultura contendo nitrogénio na forma
reduzida (NH,4") e na forma oxidada (NO53’) (George, 1993). Em suspensdes celulares de A.
angustifolia mantidas em meio LP (von Arnold & Eriksson, 1981), o qual apresenta NO;3™ e
NH,", o pH do meio de cultura diminui a partir da primeira metade do periodo de cultura (pH
4,94) e aumentou posteriormente (pH 5,6) (Atarita e Guerra, 2000). Em suspensﬁés celulares
de Picea glauca-engelmannii e Picea mariana, também mantidas em meio LP, foi observado
uma redugdo no valor do pH do meio de cultura apds o 1° dia de cultivo, havendo
posteriormente o aumento gradual no seu valor (Lulsdorf et al., 1992).

As variagdes ocorridas no Qalor do pH do meio de cultura sdo geralmente relacionadas
as mudancas na forma de utilizagdo do nitrogénio, se na forma reduzida (NH4") ou na forma
oxidada (NOy). As plantas utilizam preferencialmente o nitrogénio na forma reduzida para o
seu metabolismo, € a sua absorgio pelas células provoca a diminui¢éo no valor do pH externo
em fungdo da excreg@o de protons 1:9) no meio (George, 1993). A utilizagdo do nitrato pelas
células ocorre preferencialmente em pH écido "e depende da atividade da enzima nitrato
redutase, que reduz o nitrato a nitrito, composto que em seguida € reduzido a amonio através
da acdo da enzima nitrito redutase (George, 1993). Além da utilizagio diferencial de NH," e
NOs, sdo relacionados os seguintes mecanismos modificadores do pH extracelular: (1)
absor¢do de CO; pelo meio; (2) excregdo de acidos orginicos e aminoacidos pelas células e
(3) secregdo ou troca de H' pelas células (Minocha, 1987).

Contudo, a suplementagio do meio de cultura com aminoacidos e/ou caseina
hidrolisada também pode servir como fonte de nitrogénio para tecidos vegetais cultivados in
vitro (George, 1993). Tecidos de coniferas sdo incapazes de suportar altas quantidades de
NH,', entretanto as culturas podem ser supridas com niveis equivalentes de nitrogénio
reduzido na forma de aminoacidos sem a ocorréncia de toxicidade (Durzan, 1982). A caseina
hidrolizada e a L-glutamina sio freqiientemente adicionadas ao meio de cultura para indugdo
e manuten¢do de calos embriogénicos, e para o subsequente crescimento de embrides

somaticos em coniferas (Feirer, 1995). Destes, a L-glutamina desempenha fungdo vital no
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metabolismo do nitrogénio em espécies de coniferas, devido a sua habilidade em servir como
molécula transpoftadora/doadora de nitrogénio para o metabolismo de aminoacidos (Feirer,
1995). Entretanto, quando aminoacidos sdo adicionados ao meio de cultura, e estes sdo
absolvidos pelas células ocorre o decréscimo do pH do meio de cultura, de forma similar ao
que ocorre quando ions NH,* sdo absolvidos pelas células (George, 1993). Possivelmente, a
manutencido dos baixos valores de pH observados até o final do cultivo das suspensdes
celulares BM202 ¢ BM,212 em relagdo aos observados por Astarita e Guerra (2000) possa
estar relacionada ac consumo preferencial da L-glutamina e da caseina hidrolizada em relagao
as fontes de inorganicas de nitrogénio (NH," e NO5') presentes no meio de cultura BM.
Comparativamente, a manutengio dos menores valores de pH do meio de cultura na
suspensio BM;212 em relaggo a suspenséo celular BM;202, observada a partir do 20° dia de
cultivo pode ser atribuida a suplementagao com fitorreguladores em especial 0 2,4-D (2 uM).
Uma das formas pelas quais as auxinas promovem o crescimento de tecidos vegetais ocorre
através da secrecdo de ions hidrogénio (H") provocando a diminui¢do do pH e ativagdo de
enzimas responsaveis pela flexibilizagdo de componentes estruturais da parede celular (teoria
do crescimento acido) (Taiz & Zeiger, 1991). Na cultura de tecidos vegetais, a liberagdo de
H' pelas células pode provocar a diminuigao do pH do meio de cultura (George, 1993).
Adicionalmente, o menor grau de organizagio celular da linhagem celular embriogénica da
suspensio celular BM;212 também pode estar relacionada com os menores valores de pH do
meio de cultura observados. Em suspensdes qylulares de Picea abies, foram observadas
diferencas pronunciadas no valor do pH do meio de cultura nas culturas embriogénicas tipo A
(embrides somaticos bipolares) e tipo B (embriGes somaticos poucb desenvolvidos) (Find et
al.,1998). A suspensdo celular-da cultura embriogénica tipo A, atingiu um pico no valor do
pH do meio de cultura em 6,5, estabilizando seu valor posteriormente em 6,0. Ja a suspensdo
celular da cultura embriogénica tipo B, sofreu queda progressiva no valor do pH do meio de

cultura estabilizando o seu valor em aproximadamente 4,5 (Find ef al., 1998).

Proteinas extracelulares

Nas duas linhagens celulares embriogénicas analisadas ocorreu um aumento
progressivo na quantidade de proteinas secretadas para o meio de cultura durante os 40 dias
de cultivo. Em A. angustifolia, o aumento na acumulacdo de proteinas extracelulares no meio
de cultura sugefé um intensivo processo de excre¢do, O qual pode ser relacionado a

modificagbes bioquimicas ou mudangas celulares estruturais como o aumento da
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permeabilidade da membrana e porosidade da parede celular, resultando na lise celular
(Astarita & Guerra, 2000). Assim como no volume celular sedimentado, o grau de
organizagdo celular das linhagens celulares pode influenciar a quantidade de proteinas
secretadas para o meio de cultura. Nos experimentos, a linhagem celular com maior grau de.
organizagio celular (em meio de cultura BM,) demonstrou em todos os pontos analisados
uma maior excregdo de proteinas para o meio de cultura, quando comparada & linhagem
celular com menor grau de organizagio (em meio de cultura BM,). Diferengas de morfologia
e padrio de crescimento em culturas embriogénicas parecem estar correlacionadas com a
secregio de proteinas (Egertsdotter et al, 1993). Em Picea abies, a maior propor¢do de
pequenas células meristematicas nas culturas embriogénicas tipo A promove a excre¢ao para
o meio de cultura de proteinas que diferem no tipo e quantidade, em relagéo as secretadas pela
alta proporgdo de células vacuoladas presentes nas culturas embriogénicas tipo B (Find ez al,

1998).

Concentracio de glucose no meio de cultura

Durante o periodo de intenso crescimento das suspensdes celulares BMo202 e
BM,212, ocorreu um aumento na concentragao de glucose no meio de cultura. Astarita e
Guerra (2000) observaram um compor\tamento semelhante em suspensOes celulares de A.
angustifolia mantidas em meio de cultufa_LP suplementadas com sacarose (3 %). Segundo
estes autores, a concentragio de glucose € frutose no meio de cultura atinge valor maximo em
momentos distintos da curva de crescimento, havendo o consumo de frutose durante as fases
iniciais de crescimento das células, para sO entdo ocorrer 0 Consumo de glucose do meio de
cultura. )

Além da A. angustifolia, outras coniferas também demonstram um padrdo seletivo de
assimilacdo de glucose e frutose. Suspensoes celulares de culturas embriogénicas de Picea
mariana, metabolizam preferencialmente glucose enquanto que as de Picea glauca-
engelmannii consomem preferencialmente frutose (Tautorus ef al, 1994). Em suspensdes
celulares de Taxus media, a glucose foi consumida mais rapidamente que a frutose
(Wickremesinhe & Arteca, 1994). Em Picea abies, suspensdes celulares de culturas
embriogénicas tipo A e tipo B apresentaram diferentes taxas de consumo para glucose €
frutose, mas ndo demonstraram uma clara preferéncia com respeito a qual monossacarideo

seria consumido durante o periodo de cultura (Find ef al., 1998).
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As diferencas observadas no perfil de acimulo e consumo de glucose do meio de
cultura nas suspensdes celulares BMo202 e BM,212, também podem estar relacionadas a
suplementagdo do meio de cultura com 2,4-D (2 pM). Segundo Gautheret (1955), as auxinas
podem promover a mobilizagio de carboidratos, entretanto seus efeitos sobre a
permeabilidade celular e respiragdo dificultam o estabelecimento de um padrio de
comportamento geral. Se o meio de cultura contém agucares como glucose, sacarose, ou
frutose, estes s3o absorvidos pelas células, reduzindo o consumo interno de carboidratos ou
mesmo resultando em um estado mais ou menos transitorio de acumulo dentro do tecido
(Gautheret, 1955). Neste caso, possivelmente, a presenca de auxinas, ao invés de atuarem em
favor da depletagdo do aglicar causaria sua acumulagdo o que pode ser explicado em parte por
mudangas na permeabilidade celular (Gautheret, 1955).

-

Padrio de proteinas totais

A anéalise da eletroforese das proteinas totais revelou ndo haver grandes diferengas no
perfil protéico apresentado entre as linhagens celulares mantidas na presenga ou auséncia de
fitorreguladores (2,4-D, BAP. e Kin) tanto para os megagameto6fitos como para os embrides
zigoticos cotiledonares. Entretanto, quando se compararam OS perfis apresentados pelo
material in vivo e in vitro foram encontradas claras diferengas nos perfis protéicos. A presenga
de banda de proteina com massa molecuiar de aproximadamente 45 kDa no material in vifro e
sua ndo ocorréncia no material in vivo pode estat relacionada ao estadio de desenvolvimento
do embrido zigético ou soméatico. Dunstan et al., (1998) descreveu cinco diferentes grupos de
polipeptidios envolvidos durante 0 processo de maturagio de embrides somaticos de Picea
glauca. Segundo estes autores, a presenca ou auséncia de alguns destes grupos estaria
intimamente associada aos estadios de desenvolvimento dos embrides somaticos. No caso de
A. angustifolia, isto torna-se bastante evidente na medida em que foram comparados perfis
protéicos de linhagens celulares embriogénicas contendo pré-embrides somaticos em estadios
iniciais de desenvolvimento com embrides zigoticos cotiledonares. Em Pinus caribaea, foi
identificada uma classe de proteinas com massa molecular de 25 kDa (similar & germinina)
ligadas ionicamente & superficie celular de embrides somaticos em estadio pré-globular. Estas
proteinas parecem estar relacionadas a esta fase desenvolvimento (embriGes polarizados), ja
que as mesmas nio foram observadas em calos nio embriogénicos (Neutelings et al., 1998).
Em Picea abies, nenhuma das protei;xas caracterizadas como proteinas de reserva foram

identificadas nas culturas embriogénicas contendo embrides somaticos imaturos (Hakman et
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al, 1990). Em embrides somaticos cotiledonares de Abies alba x Abies alba foram
encontradas proteinas com massa molecular de 27 e 29 kDa ndo detectadas nos embrides
zigdticos cotiledonares (Vookova ef al., 1998). Segundo estes autores, as proteinas de 27 e 29
kDa sdo consideradas proteinas de estresse produzidas em conseqiéncia de tratamentos
prolongados e concentragdes improprias de agéntes osmoticos utilizados na fase de maturagio
e de desenvolvimento dos embrides somaticos.

~ No presente trabalho, de forma semelhante, a presenga de certas proteinas no embrido
zigbtico cotiledonar e megagametéfito também pode estar relacionada ao estidio de
desenvolvimento embrionario. A presenga da proteina entre 66 kDa e 45 kDa pode estar
relacionada a presenga de uma classe de proteinas altamente insoliveis denominadas de
cristaléides. As cristaldides, sdo as principais proteinas de reserva em coniferas e sua sintese &
regulada no transcorrer do desenvolvimento embrionario (Attree & Fowke, 1993). As
proteinas' cristaloides apresentam‘ peso molecular de 55 até 63 kDa e sio possivelmente
compostas de vz’m'a§ subunidades (Hakman, 1993). Em Picea glauca, estvas prbteinas- em sua
forma nio-reduzida apresehtam massa molecular de 57 kDa € na sua forﬁ;a reduzida migram
em trés subunidades com massa molecular alcanc;é.ndo de 42 kDa, 34,5-35 kDa e 22,5-23 kDa |
(Misra & Green, 1990). Com relagdo as proteinas de massa molecular inferiores a 29 kDa,
existem evidéncias de que a sua presenca também seja influenciada pelo estadio de
desenvolvimento embrionario. Farrant et al, (1996) trabalhando com.eixos embrioqérios
maturos de 4. angustifolia, identificou nesta espécie uma classe de proteinas homologas as
LEA's (late embryogenesis abundant) denominadas de proteinas similares a deidrina
apresentando massa molecular de 23, 26 e 28 kDa. Segundo estes autores esta classe de
proteinas estaria associada a altos niveis de acido abscisico (ABA) nas sementes, conferindo

resisténcia a perda de agua e contra baixas temperaturas em sementes de clima temperado.

CONCLUSOES

A) As linhagens celulares com e sem fitorreguladores apresentaram um crescimento médio
semelhante de 0,92 mL/dia e 0,95 mlL/dia, respectivamente. Contudo o padrio de
desenvolvimento nas fases da curva de crescimento foi diferenciado;

B) A quantidade de inéculo inicial utilizada nas suspensdes celulares pode resultar em

~ periodos mais curtos ou mais longos no desenvolvimento inicial da curva de crescimento;

C) O consumo preferencial pelas linhagens celulares embriogénicas de fontes orginicas de

nitrogénio, em detrimentos as fontes inorganicas de nitrogénio presentes no meio de
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cultura BM (Gupta & Pullman, 1991) e a presenga de auxinas (2,4-D) no meio de cultura,
podem reduzir o pH do meio de cultura das suspensdes celulares;

Ficou evidente para as duas suspensoes celulares (com e sem reguladores de crescimento)
o consumo preferencial de glubose nos estadios mais tardios da curva de crescimento
(ﬁnear e estacionaria). Contudo, as suspensdes celulares com e sem fitorreguladores
apresentaram perfil diferenciado de concentragdo de glucose no meio de cultura;

O perfil de excregdo de proteinas extracelulares foi similar para as suspensaés celulares
BM;202 e BM;212. Entretanto, nos periodos de cultivo analisados, a concentragdo de
proteinas extracelulares foi maior nas suspensdes celulares isenta de fitorreguladores
(BM,202), possivelmente em fungdo de sua histogénese mais conspicua,

A eletroforese das proteinas totais revelou ndo haver grandes diferengas no perfil protéico
apresentado entre as linhagens celulares embriogénicas mantidas na presenga ou auséncia
de fitorreguladores (2,4-D, BAP e Kin) tanto para 0s megagametofitos como para 0s
embrides zigoticos cotiledonares. Entretanto, quando se compararam os perfis
apresentados pelo material in vivo e in vitro foram encontradas claras diferengas nos
perfis protéicos, sendo estas diferencas provavelmente relacionadas a estadios especificos

do desenvolvimento embrionario.
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CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Desde o século XIX diversos estudos vém sendo realizados sobre a embriogénia de
coniferas. Entretanto, grande parte dos primeiros relatos sobre tais estudos foram
desenvolvidos com espécies de coniferas do hemisfério Norte, principalmente com aquelas
pertencentes aos diferentes géneros da familia Pinaceae. Com o passar dos anos, na medida
em que foram sendo realizados estudos com as demais familias de coniferas, descobriu-se que
o modelo de embriogénia da familia Pinaceae era altamente especializado e, portanto, ndo
poderia ser utilizado como um padrao geral para as demais familias.

De forma semelhante, os estudos iniciais referentes a embriogénese somatica em
coniferas foram realizados com diferentes espécies da familia Pinaceae, em especial as do
género Picea sp. Contudo, os métodos desenvolvidos para a indugdo, desenvolvimento e
maturagio de embrides somaticos em Picea sp nem sempre tém se mostrado eficientes para os
demais familias de coniferas, bem como para alguns géneros da familia Pinaceae. Perante tal
situagdio, novos estudos em diferentes areas da poliembriogénese zigética e somatica de
coniferas ainda terio que ser realizados como forma de suporte ao desenvolvimento de
protocolos de embriogénese somatica eficientes nas diversas espécies e géneros.

Os resultados obtidos no presente trabalho elucidam alguns aspectos basicos e
aplicados relacionados ao desenvolvimento embrionario em Araucaria angustifolia. Contudo,
ainda sio necessarios avangos.no conhecimento da embriogenia desta espécie para que o
protocolo de embriogénese somatica possa ser aplicado com sucesso. Assim, apesar do uso de
embrides zigoticos imaturos possibilitar a inducdo de culturas embriogénicas em altas
frequéncias, novos estudos devem ser realizados visando a indugio de culturas embriogénicas
a partir de tecidos mais maduros. Na fase de manutencdo e maturagdo das linhagens celulares
embﬂogénicas, novas condigdes de meio de cultura devem ser testadas levando-se em conta o
modelo de desenvolvimento embrionario em sementes recalcitrantes.

O estudo e caracterizagdo de aspectos metabolicos em suspensoes celulares de A.
angustifolia sio necessarios para uma melhor compreensdo dos fatores que controlam e
afetam o potencial embriogénico das culturas. Adicionalmente, a possibilidade da
identificagdo de estadios especificos do desenvolvimento embrionario através de marcadores
bioquimicos, morfo-fisiologicos e genéticos € altamente desejavel para o entendimento dos
mecanismos associados ao desenvolvimento embrionario. Assim, o maior conhecimento
sobre estes aspectos podera permitir o desenvolvimento de protocolos mais precisos € menos

empiricos de embriogénese somatica aplicados as coniferas.
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Anexo 1. Analise de varidncia para os fatores, meio de cultura (M), planta (P) e data de coleta

dos cones (C).

Anova para os dados transformados Raiz de (y + 2)

Causas da GL SQ QM F P<0,05 F tab.
Varia¢do
Meio 3 1,237 0,412 0,069 ns 2,8
Planta 2 72,468 36,234 6,065 * 3,19
IntMxP 6 35,381 5,897 0,987 ns 2,29
Erro (a) 48 286,750 5,974 -
Sub-total 59 395,836 - -
Coleta 4 222,300 55,575 9,341 * 2.42
IntMxC 12 37,947 3,162 0,532 ns 1,8
IntPxC 8 40,273 5034 0,846 ns . 1,99
IntMxPxC 24 97,756 4,073 0,685 ns 1,57
Erro (b) 192 1142347 5,950 -
Total 299 . 1936,460 - -

(*) Asterisco indica valores significativos da interacdo

CVEa (%)= 76,07
CVEDb (%)= 75,92
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Anexo 2. Componentes da fofmulag:io salina dos meios de cultura LP (von Amold &

Eriksson, 1981) e BM (Gupta & Pullman, 1991).

Constituintes Concentragdo (mg/L)

BM LP
NH4NO; 603,8 1.200,0
KNO3 909,9 1.900,0
KH,PO4 136,1 3400
Ca(NOs)2 . 4H,0 236,2 -
CaCl, . 2H,0 - 1760,0
MgSO, . TH,0 246,5 370,0°
Mg(NOs)2 . 6H;0 256,5 -
MgCl; . 6H,0 50,0 -
KI 4,15 0,75
H;BO; 15,5 0,63
MnSO;, . 4H,0 10,5 2,23
ZnSO4 . TH,O 14,4 -
Na,MoQ;, . 2H;0 0,125 0,025
CuSO, . 5H0 0,125 0,0025
CoCl; . 6H,0 0,125 0,0025
FeSOs . 7Hz0 6,95 13,9
EDTA 9,33 18,7
ZnNa, . EDTA - 4,05




