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RESUMO

Ocotea catharinensis Mez. (Lauraceae) é uma importante espécie florestal para a
producédo de madeira, em risco de extingdo, nativa da Mata Atlantica localizada no
Sul do Brasil. Esta espécie produz sementes esporadicamente, cuja viabilidade é
reduzida drasticamente apés poucos meses de armazenamento. Um sistema de
embriogénese somatica de alta frequéncia foi desenvolvido para esta espécie.
Entretanto, a taxa de conversdo de embribes somaticos em plantas é baixa. O
enfoque deste estudo foi a avaliaggdo do crescimento in vitfro das culturas
embriogénicas, em diferentes condigdes de cultura, e realizar anélises bioquimicas e
histoquimicas de embrides somaticos em diferentes estagios de desenvolvimento
(globular, cotiledonar inicial, cotiledonar intermediario e maduro). O aumento em
matérias fresca e seca foi lento nas duas primeiras semanas de cultura. Durante o
periodo de cultura houve uma redugédo na frequéncia de embrides somaticos no
estagio globular e um aumento na frequéncia de embriées somaticos nos estagios
cotiledonar inicial, cotiledonar intermediario e maduro. Embribes somaticos nos
estagios iniciais de desenvolvimento apresentaram maiores valores de razao peso
de matéria secalpeso de matéria fresca do que os embrides nos estagios cotiledonar
intermediario e maduro. Portanto, a expansdo dos embrides somaticos nos estagios
finais de desenvolvimento foi devida, principalmente, a absor¢ao de agua. Culturas
embriogénicas nas duas primeiras semanas, apresentaram niveis significativamente
maiores de proteinas totais e agucares soluveis totais. Entretanto, maiores niveis de
amido foram observados em culturas embriogénicas apés trés, quatro e cinco
semanas de cultura. Embrides somaticos no estagio globular acumularam maiores
niveis de proteinas totais e menores niveis de agucares soluveis totais e amido,
enquanto que os embrides nos estagios cotiledonar intermediario e maduro
apresentaram maiores niveis de agucares soluveis totais e amido. N&o foram
observadas mudanc¢as nos niveis de amido durante os tratamentos de desidratagao
de embridoes somaticos maduros, mas os niveis de aglcares sollveis totais
diminuiram significativamente e os niveis de proteinas totais aumentaram apés dois
a trés dias. Embribes somaticos nos estagios iniciais de desenvolvimento
apresentaram menor taxa de oxidagdo e maior potencial de embriogénese
secundaria, sendo o melhor explante para a subcultura. O maior crescimento em
matéria seca das culturas foi promovido com 11 gL' de sorbitol. Altas
concentragbes de sorbitol, ou a adigdo de carvao ativado combinado com sorbitol,
reduziram significativamente as taxas de crescimento das culturas. As frequéncias
de embrides somaticos nos estagios cotiledonar inicial, cotiledonar intermediario e
maduro foram significativamente menores na presencga de carvao ativado combinado
com sorbitol. Os maiores niveis de proteinas totais foram observados com 2,75 g.L™
de sorbitol, na auséncia de carvdo ativado, enquanto que maiores niveis de
acucares soluveis totais e menores niveis de amido foram observados quando
concentragcbes de sorbitol foram combinadas com carvdo ativado. Embribes
somaticos maduros apresentaram cotilédones grandes, com a protoderme bem
formada e feixes vasculares. O parénquima de armazenamento apresentou-se bem
desenvolvido, contendo células secretoras. O eixo embrionario ndo apresentou
organizacido completa, mas foi observado um meristema apical da raiz bem formado.
Também foram observadas células meristematicas na regiao do meristema apical do
ramo. O polo radicular é o local de embriogénese secundaria e as células desta
regido produzem diretamente, agregados celulares embriogénicos e embribes



secundarios. Os estudos histoquimicos sobre polissacarideos e lipidios, realizados
com 0 reagente acido periodico de Schiff e Sudan negro, mostraram que amido e
lipidios sdo os principais compostos de reserva acumulados no parénquima
cotiledonar dos embribes somaticos nos estagios iniciais e maduros de
desenvolvimento. Eles estao localizados nas células do parénquima do cotilédone,
especialmente nas camadas periféricas do cotilédone. As proteinas foram
abundantes em embrides somaticos nos estagios iniciais de desenvolvimento,
entretanto, pequena quantidade de proteina foi detectada nas células do parénquima
cotiledonar de embriées somaticos maduros.



SUMMARY

Ocotea catharinensis Mez. (Lauraceae) is a valuable hardwood forest tree species
on the verge of extinction from the Atlantic rainforest located in southern Brazil. It
produces seeds erratically, whose viability is drastically reduced over a few months of
storage. A high-frequency somatic embryogenesis system has been developed for
this species. However, the rate of plant conversion from somatic embryos is still low.
This study is focussed on the assessment of in vitro growth of embryogenic cultures
under different culture conditions and on biochemical and hystochemical analysis of
somatic embryos at different developmental stages (globular, pre-cotyledonary,
cotyledonary and mature). The increase in fresh and dry weight was slow in the first
two weeks of culture. During the culturing period there was a reduction in the
frequency of somatic embryos at globular stage and increasing rates of somatic
embryos at pre-cotyledonary, cotyledonary and mature stages were observed.
Somatic embryos at early stages of development showed higher dry weight/fresh
weight rates than those at cotyledonary and mature stages. Therefore, somatic
embryo expansion at the latter stages' of development was mainly due to water
uptake. Embryogenic cultures in the first two weeks showed significantly higher
levels of total proteins and total soluble sugars. However, higher levels of starch were
observed in the cultures after three, four and five weeks. Somatic embryos at
globular stages accumulated higher levels of total proteins and lower levels of total
sugars and starch, while those at cotyledonary and mature stage showed higher
levels of solubie sugars and starch. No changes were observed in the levels of starch
during the desiccation treatments of mature somatic embryos, but total soluble
sugars decreased significantly and total proteins increased after two-three days.
Somatic embryos at early stages of development showed the lowest oxidation rates
and the higher potential for secondary embryogenesis, being the best explants for
subculturing. Sorbitol at 11 g.L™ supported the highest increase in dry weight of the
cultures. Higher sorbitol concentrations or the addition of activated charcoal
combined with sorbitol to the culture medium reduced significantly the cuiture growth
rates. The frequencies of somatic embryos at pre-cotyledonary, cotyledonary and
mature stages were significantly lower in the presence of activated charcoal
combined with sorbitol. The highest levels of total proteins were observed at 2.75 g.L
' sorbitol in the absence of activated charcoal, while the highest levels of soluble
sugars and the lowest levels of starch, occurred when concentrations of sorbitol were
combined with activated charcoal. Mature somatic embryos showed large cotyledons
with well-formed epidermis and vascular bundles. The storage parenchyma was well
developed and contained secretory cells. The embryo axis was poorly developed but
a well-formed root meristem was observed. Meristematic cells were also observed in
the apical meristem region. The root pole is a site of secondary embryogenesis and
the cells within this part of the embryo produces directly embryogenic cell aggregates
and secondary embryos. The hystochemical studies on carbohydrates and lipids
carried out using Periodic Acid Schiff reagent and Sudan Black B, showed that starch
~ and lipids were the main storage compounds accumulating in the parenchyma of
somatic embryo cotyledons at early and mature stages of development. They were
located throughout the cotyledon parenchyma and specially in the outer layers of
cotyledons. Proteins were abundant in somatic embryos at early stages of
development but very little protein was detected in the parenchyma cells of mature
somatic embryos.



1. INTRODUGAO

A Floresta Atlantica esta localizada na Encosta Atlantica entre as latitudes 6°S
e 30°S e longitudes 30°W para 50°W, com altitudes variando do nivel do mar até
2700 metros. O territério original da Floresta Atlantica ocupava toda a zona costeira
brasileira, do Rio Grande do Norte ao Rio Grande do Sul e se estendia por centenas
de quildometros, continente adentro, nas regides sul e sudeste, chegando a Argentina
e Paraguai. Inicialmente, a Floresta Atlantica recobria cerca de 12% do territorio
brasileiro (Lima & Capobianco, 1997). Nos Estados de Sao Paulo, Rio de Janeiro e
Paran3, atualmente restam apenas 10-19% da floresta original e Santa Catarina é o
Estado com a maior area de floresta remanescente, com 31% (CIMA, 1991). Apesar
da devastacdo acentuada, esta floresta ainda apresenta o mais alto nivel de

-diversidade de plantas, aproximadamente 10 mil espécies, sendo que 50% sé&o
endémicas, ou seja, ndo podem ser encontradas em nenhum outro local (Fundagao
SOS Mata Atlantica, 1992; Lima & Capobianco, 1997, Viana et al., 1999).

Fatores como a continua, intensiva e seletiva extracdo de madeira, a
expansdo da agricultura nas dltimas décadas e o crescimento populacional na costa
Atlantica do Brasil, contribuiram para que a Floresta Atlantica se tornasse um dos
ecossistemas com maiores riscos de extingdo do mundo (Fundagido SOS Mata
Atlantica, 1992). Além disso, alguns fatores como a floracdo esporadica e a baixa
viabilidade das sementes, podem interferir na regenerac¢ao natural e disponibilidade
de plantulas para programas de reflorestamento. O crescimento lento de varias
espécies nativas brasileiras e o pouco conhecimento disponivel sobre a ecologia e
reprodugcdo vegetativa, sdo outros fatores limitantes a producdo comercial e
regeneracédo artificial (Carvalho, 1994, Viana et al, 1999). Assim, programas de
conservacao tém sido estabelecidos para um numero reduzido de espécies nativas
brasileiras.

Segundo Viana et al. (1999), o estabelecimento de estratégias de
conservacdo das espécies florestais nativas exige informagbes sobre a biologia
reprodutiva e a ecologia, bem como a interagdo das mesmas com informagoes
oriundas de estudos basicos sobre a variabilidade genética e marcadores
moleculares. Além disso, estes autores ressaltam a necessidade de informagdes
provenientes de estudos basicos sobre sistemas de cultura de embrides zigéticos,
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embriogénese somatica e micropropagacao, complementadas com a caracterizacao
molecular. Tais estudos fornecerdo as bases para a integracdo com as abordagens
convencionais, possibilitando a conservagdo de germoplasma de espécies nativas
brasileiras, a curto, médio e longo prazo.

Técnicas biotecnolégicas podem ser aplicadas para espécies lenhosas, que
sao baracterizadas por um longo periodo de maturagdo e baixa viabilidade de
sementes, bem como para espécies de dificil propaga¢do através de métodos
convencionais (Jain & lIshii, 1998). Segundo Litz et al. (1998), estas técnicas
apresentam potencial para prover métodos eficientes de micropropagagdo e
melhoramento genético a partir de células sométicas e transformacédo genética, e
para a conservagéo de germoplasma de espécies tropicais e subtropicais. Além
disso, a cultura de tecidos vegetais € de grande importancia na propaga¢do, em
larga escala, de espécies florestais de interesse para futuros programas de
reflorestamento e recuperacdo de areas degradadas (Viana et al., 1999). Sistemas
de embriogénese somatica e de micropropagacao a partir de segmentos nodais,
gemas apicais ou meristemas tém sido utilizados com sucesso na multiplicacdo e
conservagao de varias espécies lenhosas (Attree & Fowke, 1993; Park et al., 1998;
Jain & Ishii, 1998). Segundo Ammirato (1983), a embriogénese somatica € um
processo analogo a embriogénese zigética em que, uma unica célula ou um grupo
de células vegetativas sdo precursoras de embribes somaticos. Este processo
envolve uma série de estagios de desenvolvimento, que se aproxima da sequéncia
de eventos representativos da embriogénese zigbtica (Jain & Ishii, 1998). Segundo
Merkle & Dean (2000), a embriogénese somatica apresentam muitas vantagens
sobre outros sistemas de propagagdo in vifro, pois propicia altas taxas de
multiplicagdo e potencial de producdo em larga escala, através das tecnologias de
bioreatores e de sementes sintéticas, além do fato que culturas embriogénicas sao
apropriadas para a transferéncia de genes. Segundo Vicient & Martinez (1998), além
da aplicagdo dos embriGes somaticos como sementes sintéticas e no melhoramento
das culturas, os mesmos sao de interesse especial na preservacao de germoplasma
e producio de metabdlitos secundarios in vitro.

Sistemas de embriogénese somaticas tém sido desenvolvidos para varias
espécies lenhosas. Entretanto, uma limitagao destes sistemas é a pequena taxa de
conversdo de embriées somaticos em plantas completas (Viana & Mantell, 1999).

Esta limitacdo tem sido observada para algumas espécies, como por exemplo
2



Ocotea catharinensis (Viana, 1998), Swietenia macrophylla (Maruyama & lIshii,

1999), Eucalyptus grandis e E. dunni (Watt et al,, 1999) e Persea americana Mill.

(Witjaksono et al, 1999). O bloqueio no desenvolvimento ou o desenvolvimento

anormal dos embriGes somaticos sdo as causas das restricoes observadas no

processo de conversdo destes embrides em plantas. Neste sentido, &€ necessario
desenvolver pesquisas visando elucidar e superar os possiveis bloqueios impostos
~ao desenvolvimento normal destes embrides, 0 que levara a otimizagdo dos

sistemas de embriogénese somatica. Portanto, sdo necessarios estudos sobre a

influéncia das condi¢cbes de cultura in vitro na morfologia de embriées somaticos,

assim como estudos bioquimicos, morfoldégicos e histoquimicos, que fornecam

informacdes sobre as modificagdes fisiologicas e estruturais que ocorrem durante o

processo de embnogénese somatica.

O objetivo geral deste estudo, portanto, foi avaliar o crescimento in vitro das
culturas embriogénicas de Ocotea catharinensis Mez. (canela preta), espécie nativa
da Floresta Atlantica, em diferentes condigbes de cultura e realizar a caracterizagao
bioquimica, histoquimica e morfologica de embriGes somaticos em diferentes
estagios de desenvolvimento.

Os objetivos especificos deste estudo foram:

1. avaliar o crescimento in vifro das culturas embriogénicas em meio de cultura
padrio; |

2. avaliar o potencial de embriogénese secundaria de embrides somaticos em
diferentes estagios de desenvolvimento;

3. avaliar o efeito do sorbitol e carvdo ativado no crescimento das culturas
embriogénicas;

4. avaliar o efeito da desidratagdo lenta na redugdo da matéria fresca de embriGes
somaticos maduros;

5. quantificar os niveis de proteinas totais, agucares soluveis totais e amido em
culturas embriogénicas e em embrides somaticos em diferentes estagios de
desenvolvimento;

6. realizar a caracterizagéo histoquimica e morfolégica de embriGes somaticos em
diferentes estagios de desenvolvimento.



2. REVISAO

2.1. Biologia, importancia economica e medicinal de Ocotea catharinensis

A espécie Ocofea catharinensis Mez. (Lauraceae), conhecida popularmente
com o nome de ‘canela-preta’, é originaria da Floresta Atlantica do Brasil (Floresta
Ombréfila Densa), de ocorréncia natural nos Estados do Parana, Santa Catarina, Rio
Grande do Sul e Sdo Paulo. E uma espécie perenifélia, de climax, podendo atingir,
excepcionalmente, 45 m de altura e 150 cm ou mais de diametro a altura do peito
(DAP). No Estado de Santa Catarina, floresce de julho a marco, a frutificacdo ocorre
de novembro a dezembro, e a dispersdo das sementes ocorre de forma zoocdrica
(Carvalho, 1994). Produz sementes esporadicamente e a viabilidade das mesmas &
reduzida apds poucos meses de armazenamento. N&o existem informacdes
publicadas sobre a disponibilidade de propagacéo vegetativa por estacas (Moura-
Costa et al., 1993; Carvalho, 1994). Esta espécie possui importancia econdmica pela
produgdo de madeira, sendo o principal produto a madeira serrada e roliga, muito
utilizada em marcenaria para uso interior e exterior, construgdo civil e naval, tacos,
moveis, assoalhos, laminagcdo, compensados e moirdes. Também é importante,
como outras espécies da familia Lauraceae, pela produgdo de dleos essenciais.
Foram identificados 10 componentes do Oleo essencial da casca de O.
catharinensis, sendo o linalol (95,7%) o principal componente. Este éleo € um
produto de grande importancia econdmica, apreciado pelo seu aroma de rosa e
utilizado em perfumaria na fabricacdo de cosméticos (Carvalho, 1994). Além disso,
produz lignanas e neolignanas, que sdo compostos biolégicamente ativos, com
efeito citotdxico em células tumorais (Lordello, 1996). Estes compostos também
foram isolados de outras espécies da familia Lauraceae, como a Endiicheria
dysodantha Mez. e a Aniba megaphylia Mez. (Ma et al., 1991).

Devido & importancia econdmica, esta espécie foi intensamente explorada -
nas décadas de 40 a 70, e o intenso extrativismo ocasionou a redu¢do do numero de
individuos. Atualmente, esta espécie encontra-se ameagada de extingdo no seu
local de ocorréncia (Viana, 1998; Viana et al, 1999). Carvalho (1994) indica a

necessidade urgente de estabelecimento de programas de conservagdo para
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espécies da Floresta Atlantica, como a O. catharinensis. Com base nestas
informacdes, ha a necessidade do desenvolvimento de métodos n&o convencionais

para a propagacgio e conservacio desta espécie.

2.2. Biotecnologia de Ocotea catharinensis e outras espécies de Lauraceas

Um sistema de embriogénese somatica de alta frequéncia foi desenvolvido
para a O. catharinensis a partir cultura de embriées zigéticos (Moura-Costa et al.,
1993). A embriogénese somatica para esta espécie inclui as fases de inducdo de
agregados celulares utilizando embrides zigéticos maturos excisados, diferenciagéo
dos agregados celulares para os estagios globular e cotiledonar, maturagao,
desidratagdo e germinagao (Figura 1 e Figura 2 A-F).

As culturas embriogénicas de O. catharinensis podem ser mantidas in vitro,
no estagio de agregados celulares indiferenciados, na presenca de 2,4-D; ou em
meio desprovido de reguladores de crescimento, em estagio cotiledonar inicial, a
partir da embriogénese secundaria repetitiva. A embriogénese secundaria direta e
indireta & uma caracteristica deste sistema, desta forma, estes embrides
secundarios podem ser produzidos a partir de embribes em estagio cotiledonar
inicial efou a partir de agregados celulares embriogénicos (Viana & Mantell, 1999).
As limitagbes do sistema sdo as baixas taxas de conversdo dos embriGes somaticos
em plantas. Maiores taxas de germinacdo foram obtidas quando embriées somaticos
maduros foram desidratados por um periodo de quatro dias em placas de Petri, mas
estes embrides ndo desenvolveram a plimula (Viana, 1998). Estas limitagées tém
sido observadas para Persea americana Mill. (Witjaksono et al., 1999), outra espécie
da familia Lauraceae.

Estudos fitoquimicos conduzidos com embrides somaticos de O.
catharinensis, produzidos pelo sistema de embriogénese somatica descrito acima,
permitiram o isolamento de 15 neolignanas, sendo algumas delas detectadas pela
primeira vez nesta espécie. As andlises fitoquimicas dos embriées somaticos em
diferentes estagios de desenvolvimento mostraram que a biossintese das
neolignanas esta associada com a diferenciacéo celular (Lordello, 1996). Isto indica
o potencial da utiliza¢do do sistema de embriogénese somética de O. catharinensis

para futuros estudos sobre a biossintese e producio de metabdlitos secundarios.
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Poucos sdo os artigos cientificos publicados em periodicos sobre abordagens
biotecnologicas referentes a Lauraceas. Para Kalmia /latifolia s&o descritos
processos da micropropagacdo por cultura de ramos apicais (Lloyd & McCown,
1981) e para Persea americana Mill. sdo descritos sistemas de embriogénese
somatica (Pliego-Alfaro & Murashigue, 1987; Witjaksono ef al., 1999).
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Figui'a 1. Fluxograma da embriogénese somatica em Ocofea catharninensis. (Viana &
Mantell, 1999).



Figura 2. Embriogénese somatica em O. catharinensis. A. Culturas
embriogénicas na fase de agregados celulares. B. Embrides somaticos no
estagio maduro. C. Embriogénese secundaria a partir de embrides somaticos
oxidados (seta). D. Embrides somaticos maduros desidratados em placas de
Petri. E. Embrides somaticos germinados. F. Germinagdo de embrides
somaticos em planta completa (Viana & Mantell, 1999).



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material

Foram utilizadas culturas embriogénicas de O. catharinensis mantidas em
meio de cultura WPM (Woody Plant Medium, Sigma Co., USA) (Lloyd & McCown,
1981) suplementado com sacarose (20 g.L™"), sorbitol (22 g.L™), glutamina (0,4 g.L™")
e fitagel (Phytagel, Sigma Co., USA) (2 g.L"), meio padrdo estabelecido para a
manutencdo das mesmas (Viana, 1998).

Nos experimentos delineados para verificar o efeito dos estagios de
desenvolvimento dos embribes somaticos no crescimento das culturas
embriogénicas, bem como para a caracterizagdo bioquimica, histoquimica e
morfolégica, os mesmos foram separados por classes de tamanho (Figura 3 A-D) e
morfologia, sendo classificados nos seguintes estagios:

Estagio 1 - Globular (<2 mm)

Estagio 2 - Cotiledonar inicial (2 - 3,5 mm)

Estagio 3 - Cotiledonar intermediario (3,5 - 4,9 mm)
Estagio 4 - Maduro (=5 mm)



Figura 3. Embrides somaticos de O. catharinensis nos estagios globular (A),

cotiledonar inicial (B), cotiledonar intermediario (C) e maduro (D).

10



3.2. Métodos

3.2.1. Preparo do meio de cultura

O meio de cultura WPM utilizado nos experimentos foi preparagao comercial
em p6. O pH foi ajustado para 5,8 com NaOH (0,1 M) e HCI (0,1 M) antes da adigéo
de fitagel. Em seguida, os meios foram distribuidos em tubos de ensaio (8 mL por
tubo), fechados com tampa de prolipropileno e autoclavados a 121°C por 18
minutos, a 1.1 Kgffcm?.

3.2.2. Condigbes de crescimento das culturas

Todos os experimentos foram mantidos em sala de crescimento com
temperatura controlada de 25+2°C, com fluxo de fétons de 22 pmol.m?s™,
produzidos por lampadas fluorescentes Phillips TDL, Umidade Relativa de 70% e
fotoperiodo de 16 horas.

3.2.3. Estabelecimento da curva de crescimento das culturas embriogénicas

Amostras de 12 embrides somaticos no estagio globular foram inoculadas em
meio de cultura padrdo (item 3.1.1). O in6culo inicial apresentou média 29,2 mg de
matéria fresca. No momento da inoculacio e apds 1, 2, 3, 4 e 5 semanas de cultura,
foram realizadas avaliagdes do peso de matéria fresca e de matéria seca. O peso de
matéria seca foi obtido pela desidratagdo das culturas em estufa a 85°C, por 24

horas. Foram utilizadas 6 repeti¢cdes por tratamento.

3.2.4. Determinacdo do teor de agua de culturas embriogénicas

Amostras de 200 mg foram removidas das culturas embriogénicas em meio
de cultura padrdo no momento da inoculacdo e apés 1, 2, 3, 4, e 5 semanas de
cultura e foram mantidas em estufa a 85°C, por 24 horas, para a determihagéo dos
respectivos pesos de matéria seca. O conteudo de agua foi expresso como a

porcentagem de matéria seca. Foram utilizadas 4 repeti¢cdes por tratamento.
11



3.2.5. Determinagéo do teor de agua em embribes somaticos em diferentes estagios
de desenvolvimento

Amostras de 200 mg de embriGes somaticos, nos diferentes estagios de
desenvolvimento especificados no item 3.1.1, foram removidas das -culturas
embriogénicas em meio de cultura padrdo, apos diferentes periodos de cultura. A
seguir foram avaliadas quanto ao peso da matéria seca, conforme mencionado no

item 3.2.3. Foram utilizadas 4 repeti¢des por tratamento.

3.2.6. Determinacgdo das freqiéncias de embribes somaticos nos diferentes estagios
de desenvolvimento em culturas embriogénicas com diferentes idades

Amostras de 12 embrides somaticos no estagio globular foram inoculadas em
meio de cultura padrdo (item 3.1.1). Apds periodos de 1, 2, 3, 4 e 5 semanas, as
culturas foram removidas e foram determinadas as frequéncias (%) de embrides
somaticos nos estagios de desenvolvimento especificados no item 3.1.1. Foram
analisadas 4 repeti¢ées por tratamento.

3.2.7. Avaliagdo do potencial de embriogénese secunddria de embrides somaticos
em diferentes estagios de desenvolvimento durante a subcultura de culturas
embriogénicas

Embribes somaticos, obtidos de culturas embriogénicas com 4 semanas de
idade, foram separados em estagios de desenvolvimento conforme o item 3.1.1 e
amostras de oito embrides foram inoculadas em meio de cultura padréo, para a
iniciacéo de novas culturas. A avaliagdo da porcentagem de dxidagéo foi realizada
diariamente. Apds 4 semanas, as culturas foram avaliadas quanto a frequéncia de
embrides somaticos oxidados, quanto aos pesos de matéria fresca e de matéria
seca e quanto a frequéncia (%) de embrides somaticos nos diferentes estagios de
desenvolvimento especificados no item 3.1.1. Foram utilizadas 5 repeticbes por
tratamento. ' '
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3.2.8. Avaliagdo dos efeitos do sorbitol e do carvdo ativado no crescimento e no teor
de agua de culturas embriogénicas

Amostras de 12 embribes somaticos no estagio globular foram inoculadas no
meio de cultura padrao suplementado com diferentes concentragbes de sorbitol (0,
2,75. 55 11 e 22 g.L'") e de carvao ativado (0 e 3 g.L"). Apés 4 semanas, as
culturas foram avaliadas quanto aos pesos de matéria fresca e de matéria seca e
quanto a frequéncia (%) de embrides somaticos nos diferentes estagios de
desenvolvimento especificados no item 3.1.1. Foram utilizadas 5 repeticbes por
tratamento. Para a determinagdo do teor de agua das culturas crescidas nas

diferentes condi¢gbes acima, procedeu-se como mencionado no item 3.2.3.

3.2.9. Avaliagdo do efeito da desidratagdo lenta na redugcdo da matéria fresca de
embribes somaticos maduros

Embrides somaticos no estagio de desenvolvimento maduro, obtidos a partir
de culturas com 4 - 5 semanas de idade, foram desidratados em placas de Petri
contendo papel filtro por periodos de 0 a 4 dias, a 25+2°C e em ambiente com 70%
de U.R. Apés os diferentes periodos, as 3 amostras de 12 embrides somaticos cada,
foram removidas e avaliadas quanto ao peso de matéria fresca. Para a
determinacgdo do peso da matéria seca, foram removidas 4 amostras de 200 mg de

matéria fresca para cada dia de desidratagéo.

3.2.10. Determinacdo dos niveis de proteinas ftotais, agucares soluveis totais e
amido

As extragcOes e dosagens de proteinas totais, agucafes soluveis totais e amido
foram realizadas em:
1) culturas embriogénicas, no momento da inoculacdo e com 1 a 5 semanas de
idade, produzidas no meio de cultura padrao (item 3.1);
2) embribes somaticos em diferentes estagios de desenvolvimento, no momento da
inoculagi@o e durante as semanas 1 a 5 de cultura, produzidos no meio de cultura
padréo;
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3) culturas embriogénicas com 4 semanas de idade, produzidas no meio de cultura
WPM, suplementado com diferentes concentra¢des de sorbitol e carvéo ativado;
4) embrides somaticos maduros (estagio 4), desidratados por um periodo de 0 a 4
dias.

Foram utilizadas 3 amostras de 200 mg de matéria fresca para a dosagem de

cada constituinte bioguimico.
3.2.10.1. Extracado e dosagem de proteinas totais

A extracao das proteinas totais foi realizada segundo a metodologia de Randi
& Felippe (1988). As amostras foram maceradas em graal com 4 mL de solugao
hidroxido de sédio (NaOH) 0,1 M e centrifugadas durante 10 minutos a 2000 rpm,
para a obteng¢do do sobrenadante. Foi realizada uma segunda extragao com 4 mL
de NaOH 0,1M e, apds a centrifugacéo, os dois sobrenadantes foram unidos. As
proteinas foram precipitadas com 7 mL de acido tricloroacético 10%, a 4°C, por
aproximadamente 30 minutos. Em seguida, foi realizada a centrifuga¢do por 10
minutos a 2000 rpm e o sobrenadante foi descartado. As proteinas precipitadas
foram ressuspendidas em 2 mL de NaOH 0,1M.

A dosagem foi realizada pela metodologia de Bradford (1976), utilizando-se o
reagente azul brilhante de Coomassie G-250 (Nacional). Para o preparo do
reagente, foram dissolvidos 100 mg de azul brilhante de Coomassie em 50 mL de
etanol 95%. Apods dissolvido, foram acrescentados 100 mL de acido ortofosforico
85%. O volume final foi completado para 1 litro, com agua destilada.

Dos extratos obtidos foram removidas aliquotas de 0,1 mL, as quais foram
adicionadas a 5 mL do reagente. A absorbancia foi obtida em espectrofotdbmetro a
595 nm. Os calculos de proteinas totais foram realizados a partir de valores de
absorbancia obtidos para a curva padrao, preparada com concentragbes de O a

1000 pug/mL de soro albumina bovina. Foram realizadas 3 repetices por amostra.
3.2.10.2. Extracdo e dosagem de agucares soluveis totais

A extracdo dos agticares soltiveis totais foi realizada segundo a metodologia
de Shannon (1968). As amostras foram maceradas em graal com 4 mL de solugdo

MCW (metanol:cIorofc')rmio:égua) na propor¢cdo de 12:5:3, e centrifugadas durante
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10 minutos a 2000 rpm para a obten¢gdo do sobrenadante. Foi realizada uma
segunda extragcdo com 4 mL de MCW e, apés a centrifugagdo, os dois
sobrenadantes foram unidos. Para cada 4 partes de sobrenadante, foram
adicionadas 1 parte de cloroformio e 1,5 partes de agua. A centrifugagéo foi
realizada por 10 minutos a 2000 rpm e obteve-se a fase aquosa superior. Quando o
extrato era muito concentrado, procedeu-se diluigio em agua destilada, para
posterior dosagem.

A dosagem foi realizada pelo método de Umbreit & Burris (1964), utilizando-
se o reagente antrona 0,2%. Para o preparo do reagente, foram dissolvidas 200 mg
de antrona em 100 mL de acido sulfurico (H,SO4) 95%. A solugao foi preparada uma
hora antes do uso. Aliquotas de 1 mL foram obtidas dos extratos e foram
adicionadas a 2 mL de antrona 0,2%. Em seguida, as amostras foram agitadas e
aquecidas em agua fervente por 3 minutos. Apés esfriar, em temperatura ambiente,
foi realizada a leitura da absorbancia em espectrofotdbmetro a 620 nm. Os calculos
dos niveis de acgucares soluveis totais foram obtidos a partir da curva padréo,

preparada com concentragdes de 0 a 100 ug/mL de glicose.

3.2.10.3. Extracao e dosagem de amido

A extracdo de amido foi realizada segundo a metodologia de McCready et al.
(1950). Os residuos das amostras utilizadas para a extragdo dos agucares soluveis
totais foram macerados em graal com 2 mL de acido perclérico 30 % e centrifugados
a 2000 rpm, por 10 minutos. Foi realizada uma segunda extracdo com 2 mL de acido
perclérico 30% e, apds a centrifugacéo, 0s dois sobrenadantes foram unidos.

A dosagem foi realizada pelo método de Umbreit & Burris (1864), utilizando-
se a antrona (0,2%) como reagente. Aliquotas de 1 mL dos extratos foram
adicionadas a 2 mL de antrona 0,2%. Em seguida, as solucdes foram agitadas e
aquecidas em agua fervente por 3 minutos. Apés esfriar, em temperatura ambiente,
foi realizada a leitura da absorbancia em espectrofotdmetro a 620 nm. Os calculos
dos niveis de amido foram obtidos a partir da curva padrao, preparada com
concentracdes de 0 a 100 pg/mL de glicose, diluidas em acido perclérico 30%. Os
valores encontrados nas amostras foram multiplicados pelo fator 0,9 para a

conversao em amido, segundo McCready et al. (1950).
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3.2.11. Analises morfolégicas e histoquimicas

As andlises morfologicas e histoquimicas foram realizadas em embrides
sbméticos nas seguintes condigdes:
1) com 1 a 5 semanas de idade;
2) em diferentes estagios de desenvolvimento nas semanas 1 a 5 de cultura,
3) cultivados em diferentes concentracdes de sorbitol e carvao ativado;
4) embrides maduros desidratados por O a 4 dias.

3.2.11.1. Processamento para a microscopia de luz de rotina e histoquimica

As amostras foram fixadas em solugao de paraformaldeido (2,5%) em tampao
fosfato (0,2 M) pH‘ 7,3, na proporgao de 1:1, durante 24 horas, a temperatura de 4°C.
Apos a fixagao, o material foi lavado em tampao fosfato, duas vezes, por 15 minutos
(Bouzon, 1993), e desidratado em uma série de solugcdes aquosas de etanol em
concentracgdes crescentes (30, 50, 70, 90 e 100%), com 2 trocas de 15 minutos em
cada concentracdo, & temperatura ambiente. A pré-infiltragcdo das amostras foi
realizada, inicialmente, com uma mistura 1:1 de etanol 100% e historesina Leica®,
durante 12 horas; posteriormente o material foi infiltrado em historesina pura por 24
horas. A inclusdo foi realizada com historesina, em capsulas de gelatina, com a
adicao de polimerizador, & temperatura ambiente, por 2-3 horas (Arnold et al. 1975,
modificado). '

Para a observacdo de lipidios, as amostras foram fixadas em
paraformaldeido (2,5%) e tampao fosfato (0,2 M) pH 7,3, na proporgéo de 1:1, por
24 horas, a temperatura de 4°C. Apds a fixagdo, o material foi lavado com agua
destilada e tampao fosfato (1:1), duas vezes por 15 minutos em cada troca, seguido
da pré-infiltracdo das amostras com mistura de historesina Leica® e agua destilada
(1:1) por 12 horas e historesina pura por 24 horas, a temperatura de 4°C (Soares,
2000). A inclusdo foi realizada com historesina em capsulas de gelatina com a
adicao de polimerizador, a temperatura ambiente, por 2-3 horas.

As amostras foram cortadas em micrétomo manual de parafina modelo

Reichert, com navalhas de ago. Os cortes com espessuras de 4 uym foram
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distendidos a temperatura ambiente, colocados diretamente nas laminas sobre gotas

de agua destilada e secos em placa aquecedora a 37°C, por 30 minutos.
3.2.11.2. Observagbes morfologicas

Para a observagio da morfologia celular e estrutural dos embrides somaticos,
foi utilizado o corante azul de anilina (AA). As laminas semipermanentes foram
coradas com solugdo aquosa a 0,1% de AA, acidificada com HCI 1N (Bouzon, 1993).

3.2.11.3. Observacao de proteinas totais

As proteinas totais foram identificadas com o corante azul brilhante de
Coomassie R250, segundo a metodologia de Gahan (1984). As laminas contendo os
cortes foram tratadas com solucédo azul brilhante de Coomassie (CBB) 0,02% em
solugéo etandlica acidificada de Clarke, por 24 horas. Posteriormente, foram lavadas
em solucao de Clarke recém preparada, por 20 minutos, seguido de agua destilada.
As laminas foram secas ao ar e montadas com balsamo do Canada. O controle foi
realizado com digestdo enzimatica antes dos procedimentos de coloragéo.

3.2.11.4. Observacgao de polissacarideos

Foram observados polissacarideos neutros, amido e celulose, e
polissacarideos acidos. Para observar polissacarideos neutros, foi utilizada a reagao
de acido periddico de Schiff (PAS) (Bouzon, 1993) e para polissacarideos acidos foi
utiizado o azul de toluidina (AT-O) (O’'Brien et al, 1965). Para observar
polissacarideos Aacidos sulfatados foi utilizado o azul de alcian (AB) (La Claire &
Dawes, 1976; Ravetto, 1964).

3.2.11.4.1. Polissacarideos neutros

Para a observacao de polissacarideos neutros pelo método de PAS, os cortes
foram oxidados com solucdo aquosa de acido periédico a 1%, durante 20 minutos,
lavados em agua corrente por 10 minutos e, em seguida, corados com reativo de

Schiff por 30 minutos. As laminas contendo os cortes foram entdo lavadas em agua
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corrente por 20 minutos, até a retirada do excesso de corante, secas ao ar e
montadas com balsamo do Canada. Como controle negativo da reagdo de PAS, foi
omitida a oxidagio dos cortes pelo acido periddico e, em seguida, os cortes foram

submetidos a coloragéb descrita acima (Gahan, 1984).
3.2.11.4.2. Polissacarideos acidos

Para a observacdo de polissacarideos acidos pela reagdo de metacromasia
com AT-O, as laminas contendo os cortes foram coradas por 30-60 segundos em
solugéo azul de toluidina 0,5% pH 1,0. Posteriormente, as laminas foram lavadas em
agua destilada, 2 vezes de 1 minuto cada. Estas foram secas ao ar e montadas com
balsamo do Canada. Para o controle foram utilizadas variagdes de pH (Gordon-Mills
& McCandless, 1973; McCully, 1970).

3.2.11.4.3. Polissacarideos acidos sulfatados

Para observar polissacarideos acidos, pelo método do corante azul de alcian,
as laminas contendo os cortes foram coradas por 24 horas com $olu¢gdo aquosa de
AB 8 GX a 1% ajustada com HCI para pH 0,5. Em seguida, foram lavadas em agua
corrente, secas ao ar e montadas com balsamo do Canada. Para o controle positivo,

foi utilizada lamina contendo material rico em polissacarideos acidos sulfatados
~ (Bouzon, 1993)

3.2.11. 5. Observagao de lipidios

Para a observacéo de lipidios, foi utilizado o corante sudan negro B (SB-B).
Laminas contendo os cortes foram lavadas em alcool 70% e coradas com SB-B por
15-30 minutos.  Em seguida, as laminas foram lavadas em alcool 70% e em agua

destilada. Foram secas ao ar e montadas com solugdo aquosa de glicerina (50%)
(Soares, 2000).

3.2.12. Anélise estatistica
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Foi utilizado o delineamento completamente casualizado e os dados obtidos
foram submetidos a Andlise da Variancia (ANOVA) e ao Teste de Separagdo de
Médias de Tukey, ao nivel de 5% (P<0,05) (Gomez & Gomez, 1984). Os calculos
foram realizados com auxilio do software estatistico Statgraphics verséo 7.0.
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4. RESULTADOS

4.1. Avaliacao do crescimento das culturas embriogénicas em meio de cultura
padrao

4.1.1. Padrao de crescimento

As Figuras 4A e B mostram que as cuituras embriogénicas de O.
catharinensis apresentaram aumentos significativos em matérias fresca e seca,
durante as semanas de cultura in vitro. Verifica-se que o aumento em matérias
fresca e seca foi lento nas duas primeiras semanas, alcangando os valores maximos
na quinta semana. Os dados indicam que, em cinco semanas, as -culturas
aumentaram 33,5 vezes em relacdo ao indculo inicial, em termos de miatéria fresca,

e 26,6 vezes, em termos de matéria seca.
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Matéria fresca (mg)

>

Matéria seca (mg)

Tempo (semanas)

| Figura 4. Curvas de crescimento de matérias fresca (A) e seca (B) de culturas
embriogénicas de O. catharinensis durante o periodo de cultura in vitro. Letras
diferentes indicam diferencas estatisticas entre os periodos de cultura pelo teste de

Tukey ao nivel de 5%.
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Quando se analisa 0 crescimento, em termos das taxas semanais de
incremento em matérias fresca e seca (Figura 5), verifica-se que, nas primeiras
semanas, as culturas embriogénicas apresentaram um incremento lento no
crescimento em matéria fresca, apresentando taxas de 21,5 mg.semana’ na
primeira semana e de 86 mg.semana'1 na segunda semana, ndo diferindo
estatisticamente entre si. As maiores taxas de incremento semanal em matéria
fresca foram observadas na terceira e quarta semana, sendo respectivamente de
275,3 mg.semana” e 350,8 mg.semana™, nio diferindo estatisticamente entre si. No
periodo entre a quarta e quinta semana, foram observados decréscimos nas taxas
de crescimento em matéria fresca, respectivamente de 350 mg.semana” na quarta
semana para 215,5 mg.semana’ na quinta semana. Assim, a andlise das taxas
semanais de incremento em matéria seca mostra que as culturas embriogénicas nas
duas primeiras semanas apresentaram baixas taxas de crescimento em matéria
seca (2,5e¢9,0 mg.semana“, respectivamente), ndo diferindo estatisticamente entre
si. Os aumentos significativos nas taxas de crescimento em matéria seca também
foram observados na terceira e quarta semana, sendo que as culturas
embriogénicas da quarta semana apresentaram a taxa maxima de crescimento em
matéria seca (28,5 mg.semaha"), nao diferindo estatisticamente da terceira semana
(26,7 mg.semana™). Houve decréscimo na taxa de crescimento em matéria seca nas
culturas embriogénicas na quinta semana (18,3 mg.semana™).

A Tabela 1 indica que os valores absolutos do teor de agua, em mg, nas
culturas embriogénicas aumentaram significativamente durante o decorrer do
periodo de cultura, variando de 25,8 mg, no inicio da cultura, a 890 mg na quinta
semana. Isto equivale a dizer que, no inicio da cultura, 88,5% da matéria fresca das
culturas embriogénicas correspondeu a agua e que este valor passou a 90,9% por
ocasido da quinta semana, apesar de ndo terem sido detectadas diferengas
estatisticas significativas entre os valores. Da mesma forma observa-se, pela Figura
6, que houve um decréscimo nos valores da razédo peso de matéria secalpeso de
matéria fresca, de 0,113 no inicio da cultura, para 0,090 na quinta semana, apesar
da andlise de variancia nao ter indicado diferencas estatisticas significativas durante
o periodo de cultura. Assim, € possivel observar que o peso da matéria seca em
cada semana correspondeu a aproximadamente 10% do respectivo peso da matéria

fresca, exceto para a quarta e quinta semanas.
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Figura 5. Taxas de crescimento (mg.semana') em matéria fresca (MF) e matéria
seca (MS) de culturas embriogénicas de O. catharinensis em fun¢céo do periodo de
cultura in vitro. Letras diferentes indicam diferencas estatisticas entre os periodos de
cultura pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.

Tabela 1. Teores de agua (Média + Desvio Padréo) em culturas embriogénicas de O.

catharinensis em diferentes periodos de cultura in vitro. MI = momento da
inoculagéo.
Tempo de cultura Teor de agua Teor de agua
(semanas) (mg) (%)
Ml ¥258+08 e ¥88,5+2,4 a
1 44 8+6,1 de 884+24 a
2 121,8+121 d 89,1+1,9 a
3 370,5+33,5 ¢ 899+06 a
4 692,8+56,0 b 90,8+0,8 a
5 890,0_1_38,6 a 90,_9;0,4 a

Y Valores (N=6) da mesma coluna seguidos por letras diferentes diferem
significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.
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Figura 6. Razao peso de matéria seca (MS)/peso de matéria fresca (MF) de culturas
embriogénicas de O. catharinensis durante o periodo de cultura in vitro. Letras
diferentes indicam diferencas estatisticas entre os periodos de cultura, pelo teste de
Tukey ao nivel de 5%.

4.1.2. Determinagdo do teor de agua e da razdo peso de matéria seca/peso de
matéria fresca

Este experimento foi conduzido com o objetivo de elucidar os resultados
preliminares obtidos com relagéo a variagdo do teor de agua das culturas, relatados
no item 4.1.1.

Os resultados apresentados na Tabela 2 indicam que as amostras de 200 mg
de matéria fresca, obtidas de culturas embriogénicas em diferentes periodos de
cultura, apresentaram diferencgas estatisticas significativas para os pesos de matéria
seca e teores de agua, em mg e em porcentagem. Culturas embriogénicas no
momento da inoculagdo apresentaram valores superiores de matéria seca (27,8 mg)
diferindo significativamente de culturas embriogénicas com uma (24,8 mg), quatro

(24,8 mg) e cinco (21,3 mg) semanas de idade. Com relag&o aos valores de teor de
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agua, em mg, verifica-se que as culturas embriogénicas com cinco semanas de
idade apresentaram o valor maximo de 1/8 mg de agua, o que correspondeu a
89,4% da matéria fresca, diferindo estatisticamente das demais semanas. Culturas
embriogénicas no momento da inoculagéo apresentaram resultados inferiores para
teor de agua, apenas 86,5% da matéria fresca, ndo diferindo estatisticamente dos
teores de agua de culturas embriogénicas com duas (86,9%) e trés (86,8%)
semanas. Observa-se também pela Figura 7, que as razbes peso de matéria
seca/peso de matéria fresca foram significativamente maiores no momento da
inoculagcdo e na segunda e terceira semana, nao diferindo estatisticamente da
primeira e quarta semana. Esta razdo, contudo, diminuiu na quinta’semana,

apresentando resultado inferior e diferindo estatisticamente das demais semanas.

Tabela 2. Valores (Média + Desvio Padrao) de pesos de matéria seca e de teores de
agua de amostras de 200 mg de matéria fresca de culturas embriogénicas de O.
catharinensis durante diferentes periodos de cultura in vitro. Ml = momento da

inoculacao.
Tempo de cultura Matéria seca Teor de agua Teor de agua
(semanas) (mg) (mg) (%)
M ¥27.8+10 a ¥172,3+10 ¢ ¥86,5t05 ¢
1 248+05 b 175,3+0,5 b 876+03 b
2 26,3+1,3 ab 173,8+1,3 bc 86,9+0,6 bc
3 26,5+1,9 ab 173,5+0,5 bc 86,8+1,0 bc
4 248+05 b 175,3+05 b 876+03 b
5 21,3;1,0 c 178,8@ S a 89,4;),5 a

Y Valores (N=4) da mesma coluna seguidos por letras diferentes diferem
significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.
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Figura 7. Raz&o peso de matéria seca (MS)/peso de matéria fresca (MF) de culturas
embriogénicas de O. catharinensis durante o periodo de cultura in vitro. Letras
diferentes indicam diferencas estatisticas entre os periodos de cultura pelo teste de
Tukey ao nivel de 5%.

4.1.3. Frequéncia de embribes somaticos em diferentes estagios de
desenvolvimento

A Figura 8 mostra as frequéncias de embrides somaticos, em diferentes
estagios de desenvolvimento, de culturas embriogénicas de O. catharinensis, em
funcdo do periodo de cultura. Observa-se que culturas embriogénicas, ap6s uma
semana de cultura, apresentaram a maior frequéncia de embrides no estagio
globular (88,9%) e uma pequena frequéncia de embrides (11,1%) no estagio
cotiledonar inicial. Na segunda semana, quando comparada com a primeira, houve
uma diminui¢do na frequéncia de embrides somaticos no estagio globular (70,6%) e
um aumento na frequéncia de embrides somaticos nos estagios cotiledonar inicial
"~ (23,9%) e cotiledonar intermediario (5,5%). Na terceira semana, novos embrides
somaticos no estagio globular foram formados a partir da embriogénese secundaria,
sendo observado um aumento ndo significativo na frequéncia destes (74,2%),

quando comparada a da segunda semana (70,6%). Entretanto, a frequéncia de
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embrides somaticos no estagio globular diminuiu significativamente na quarta (51,5
%) e quinta (50,3 %) semanas. Na terceira semana e nas semanas posteriores,
houve um aumento significativo na frequéncia de embrides somaticos no estagio
maduro, de 4,6% na quarta semana, para 13,2 % na quinta semana, € um aumento
significativo na porcentagem de embrides somaticos no estdgio cotiledonar
intermediario, entre a terceira e quarta semana. Estes embriées foram provenientes
do crescimento dos embrides somaticos inoculados no estagio globular no inicio da

cultura.
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Figura 8. Frequéncia (%) de embrides somaticos de O. catharinensis em diferentes
estagios de desenvolvimento durante diferentes periodos de cultura in vifro. Estagio
1 = globular; Estagio 2 = cotiledonar inicial; Estagio 3 = cotiledonar intermediario;
Estagio 4 = maduro; Semana 0 = momento da inoculagéo. Letras diferentes indicam
diferencas estatisticas para cada estagio de desenvolvimento durante o periodo de
cultura pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.
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4.1.4. Determinacdo do teor de agua e da razdo peso de matéria seca/peso de
matéria fresca de embribes somaticos em diferentes estagios de desenvolvimento

Os resultados da Tabela 3 mostram, através da analise de variancia,
diferencas estatisticas significativas entre os valores de peso de matéria seca de
embrides somaticos em diferentes estagios de desenvolvimento, em funcdo do
periodo de cultura in vifro. Assim, amostras de 200 mg de matéria fresca de
embrides somaticos no estagio globular, no momento de inoculagao, apresentaram
maximo peso de matéria seca (27,8 mg), nao diferindo estatisticamente de embrides
somaticos no estagio globular com duas (26,3 mg), trés (25,3 mg) e quatro (26,3 mg)
semanas de idade. Da mesma forma, n&o foram detectadas diferencas estatisticas
entre os pesos de matéria seca de embrides somaticos nos estagios globular e
cotiledonar inicial (27 mg) obtidos de culturas com trés semanas de idade.
Entretanto, diferencas significativas foram observadas com relacdo aos pesos de
matéria seca de embrides somaticos no estagio globular provenientes de culturas
com cinco semanas de idade, os quais apresentaram, em meédia, 23,5 mg de
matéria seca por amostra de 200 mg de matéria fresca. Um decréscimo significativo
nos valores de peso de matéria seca foi observado em amostras de embrides
somaticos no estagio cotiledonar intermediario com trés (23 mg), quatro (23 mg) e
cinco (22,5 mg) semanas de idade, e em amostras de embrides somaticos no
estagio maduro com quatro (21,5 mg) e cinco (21,8 mg) semanas de idade, n&o
diferindo estatisticamente entre si.

Em relagdo aos niveis de agua presentes nas amostras, foi observado que
amostras de embrides no estagio cotiledonar intermediario de culturas
embriogénicas com trés semanas, e nos estagios cotiledonar intermediario e maduro
de culturas com quatro e cinco semanas de idade, bem como amostras de embrides
somaticos no estagio globular com cinco semanas de idade, apresentaram valores
significativamente maiores de agua, ndo diferindo estatisticamente entre si.
Amostras de embrides somaticos no estagio globular, provenientes de culturas
embriogénicas no momento da inoculagéo e com duas, trés e quatro semanas de
idade, e no estagio cotiledonar inicial, oriundos de culturas embriogénicas com trés

semanas de idade, apresentaram valores inferiores para quantidade de agua, em
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torno de 86% do peso da matéria fresca, ndo diferindo estatisticamente entre si
(Tabela 3).

Tabela 3. Valores (Média + Desvio Padrao) de pesos de matéria seca e de teores de
agua de amostras de 200 mg de matéria fresca de embriées somaticos de O.
catharinensis em diferentes estagios de desenvolvimento durante diferentes
periodos de cultura in vitro. Estagio 1 = globular; Estagio 2 = cotiledonar inicial;

Estagio 3 = cotiledonar intermediario; Estagio 4 = maduro; Ml = momento da

inoculagao.
Tempo de Matéria Teor de Teor de
cultura Estagios seca agua agua

(semanas) (mg) (mg) ___(%)
Mi 1 ¥278+10 a ¥172,3+1,0 f 786,1+05 f
1 1 248+0,5 bed 175,3+0,5 cde 87,6+0,3 cde
2 1 26,3+1,3 abc  173,8+1,3 def 86,9+0,6 def
3 1 25,3+1,5 abed 174,8+1,3 cdef 87,4+0,8 cdef
3 2 270+1,4 ab 173,0+14 ef 86,5+0,7 ef
3 3 23,0+14 def 177,014 abc 88,5+0,7 abc
4 1 26,3t0,5 abc 173,8+0,5 de 86,9+0,3 de
4 2 24 5+1,0bcde 175,5+1,0 bcde 87,6+0,5bcde
4 3 23,0+1,4 def 177,0+1,4 abc 88,5+0,7 abc
4 4 21.5+1.3 f 178,5+13 a 89,3+0,7 a
5 1 23,5+0,6 cdef 176,0+0,6 abcd 88,3+0,3abcd
5 4 245+06bcde 175,5+0,6 bede 87,8+0,3bcde
8 3 225+1,3 def 177,5+1,3 abc 88,8+0,7 abc
5 4 21,8+1,5 ef 1783+15 ab 89,1+0,8 ab

¥ Valores (N=4) da mesma coluna seguidos por letras diferentes diferem
significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5%. ,

A Figura 9 indica que valores maximos para razao peso de matéria seca/peso
de matéria fresca foram observados em amostras de embrides somaticos no estagio
globular, provenientes de culturas embriogénicas no momento da inoculagcéo e com
duas, trés e quatro semanas de idade, e para amostras de embrides somaticos no
estagio cotiledonar inicial, obtidos de culturas embriogénicas com trés semanas de
idade, ndo diferindo estatisticamente entre si. Esta raz&o diminuiu significativamente
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nos embrides somaticos em fungédo do estagio de desenvolvimento e do periodo de
cultura. A menor razdo (0,108) foi observada para amostras de embriées somaticos
no estagio maduro, oriundos de culturas com quatro semanas de idade, nao
diferindo estatisticamente de embrides somaticos no estagio cotiledonar
intermediario, de culturas com trés e quatro semanas de idade, e de embrides
somaticos nos estagios globular, cotiledonar inicial e maduro, de culturas
embriogénicas com cinco semanas de idade.

MVE1 a
Sem1/E1 bcd
Sem2/E1 abc

© Sem3/Ef abcd
‘g Sem3/E2 ab
§ Sem3/E3 def
g Sem4/E1 abc
> Sem4/E2 bede
% Sem4/E3 def
£ semars f
.g Sem5/E1 cdef
Sem5/E2 cdef
Sem5/E3 bcde
Sem5/E4 ef
0,000 0,050 0,100 0,150
Razao MS/MF

Figura 9. Razdo peso de matéria seca (MS)/peso de matéria fresca (MF) de
embrides somaticos de O. catharinensis em diferentes periodos de cultura in vitro e
estagios de desenvolvimento. Sem = semana; Ml = momento da inoculagéo; E1 =

Estagio globular;, E2 = Estagio cotiledonar inicial, E3 = Estagio cotiledonar
intermediario; E4 = Estagio maduro. Letras diferentes indicam diferencas estatisticas

entre os tratamentos pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.
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4.2. Avaliagao do potencial de embriogénese secundaria de embrides
somaticos em diferentes estagios de desenvolvimento durante a subcultura de
culturas embriogénicas

4.2.1. Oxidacao das culturas embriogénicas

A Figura 10 mostra as porcentagens de oxidacdo, no decorrer do tempo, de
culturas embriogénicas iniciadas com embrides somaticos em diferentes estagios de
desenvolvimento. Os resultados indicam que as culturas embriogénicas iniciadas
com embrides somaticos no estagio globular apresentaram taxa significativamente
menor de oxidacdo durante 30 dias de cultura in vitro, atingindo 6,25 % apés 13 dias
de cultura, enquanto que as culturas embriogénicas iniciadas a partir de embrides
somaticos no estagio maduro apresentaram taxa significativamente maior de

oxidacdo, com 80% das culturas oxidadas apos 25 dias de cultura in vitro.
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Figura 10. Frequéncia (%) de oxidagdo de culturas embriogénicas de O.
catharinensis iniciadas a partir de embrides somaticos em diferentes estagios de
desenvolvimento durante o periodo de cultura in vitro. Estagio 1 = globular; Estagio 2
= cotiledonar inicial; Estagio 3 = cotiledonar intermediario; Estagio 4 = maduro.
Letras diferentes indicam diferencas estatisticas entre os tratamentos pelo teste de
Tukey ao nivel de 5%.
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4.2.2. Crescimento de culturas embriogénicas

Os valores de pesos das matérias fresca e seca das culturas iniciadas a partir
da inoculacdo de embrides somaticos em diferentes estagios de desenvolvimento
sdo mostrados na Tabela 4. Os dados indicam que crescimentos significativamente
maiores em matéria fresca e seca das culturas embriogénicas, foram obtidos com a
inoculagcdo de embriGes somaticos no estagio globular, com aumento de 697 mg de
matéria fresca e 73,1 mg de matéria seca, diferindo estatisticamente dos demais
estagios. Nos experimentos em que as culturas foram iniciadas com embrides
somaticos nos estagios cotiledonar inicial, cotiledonar intermediario € maduro, foram
observados valores significativamente menores, sendo que culturas embriogénicas,
provenientes da inoculacéo de embrides somaticos no estagio maduro mostraram os
menores valores de matéria fresca e matéria seca, com 57 e 3,7 mg,
respectivamente, diferindo estatisticamente dos demais estagios.

Diferencas significativas entre os valores da razao peso de matéria seca/peso
de matéria fresca foram observadas apenas entre as culturas iniciadas com
embrides somaticos no estagio cotiledonar inicial e as obtidas a partir de embrides
somaticos no estagio cotiledonar intermediario (Figura 11), sendo significativamente
menor neste ultimo caso.
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Tabela 4. Valores (Média + Desvio Padr&o) de crescimento em matéria fresca (MF)
e matéria seca (MS) de culturas embriogénicas de O. catharinensis iniciadas com
embrides somaticos nos estagios globular (1), cotiledonar inicial (2), cotiledonar

intermediario (3) e maduro (4). Dados ap6s 4 semanas de cultura in vitro.

Estagios Crescimento em Crescimento
inoculados MF (mg) em MS (mg)
1 ¥697,0+56,0 a ¥Y731+50 a
2 433,7+66,0 b 484+60 b
3 177,0+140 c 17,3+6,0 ¢
4 57,0+¢6,0 d 3,7+0,9d

¥ Valores (N=5) da mesma coluna seguidos por letras diferentes diferem
significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.
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Figura 11. Razdo peso de matéria seca (MS)/peso de matéria fresca (MF) de
culturas embriogénicas de O. catharinensis iniciadas a partir da inoculacdo de
embrides somaticos nos estagios globular (1), cotiledonar inicial (2), cotiledonar
intermediario (3) e maduro (4). Dados apds 4 semanas de cultura in vitro. Letras
diferentes indicam diferencas estatisticas entre os tratamentos pelo teste de Tukey

ao nivel de 5%.
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4.2.3. Frequéncia de embribes somaticos em diferentes estagios de
desenvolvimento

As frequéncias de embrides somaticos nos diferentes estagios de
desenvolvimento, produzidos por culturas embriogénicas iniciadas a partir da
inoculagdo de embrides somaticos nos estagios globular, cotiledonar inicial,
cotiledonar intermediario e maduro sdo apresentadas na Tabela 5. Observa-se que
as culturas iniciadas com embrides somaticos no estagio globular apresentaram, no
final de quatro semanas de cultura, embrides somaticos nos quatro estagios de
desenvolvimento. A maior frequéncia de embrides somaticos no estagio globular
(58,4%) ocorreu quando as culturas foram iniciadas com embrides somaticos no
estagio globular. Neste caso, apenas 3,2 % dos embrides somaticos estavam no
estagio maduro. Quando as culturas foram iniciadas com embriées somaticos no
estagio cotiledonar inicial, ocorreu uma diminuicdo na frequéncia de embrides
somaticos no estagio globular (18,3%), a qual nao diferiu estatisticamente de
embrides somaticos nos estagios cotiledonar inicial (16,9%) e maduro (10,2%).
Porém, foi observado um aumento na frequéncia de embrides somaticos no estagio
cotiledonar intermediario (54,7%), diferindo estatisticamente dos demais estagios. As
culturas iniciadas com embrides somaticos no estagio cotiledonar intermediario néo
apresentaram embrides somaticos nos estagios globular e maduro, sendo
observados somente embrides somaticos nos estagios cotiledonar inicial (23,5%) e
cotiledonar intermediario (76,5%). Ao inocular embrides somaticos no estagio
maduro, foi observado que as culturas apresentaram 100 % de embrides neste

estagio.



Tabela 5. Frequéncia (%) (Média + Desvio Padréo) de embrides somaticos em
diferentes estagios de desenvolvimento presentes em culturas embriogénicas de O.
catharinensis iniciadas a partir da inoculagédo de embriées somaticos nos estagios
globular (1), cotiledonar inicial (2), cotiledonar intermediario (3) e maduro (4). Dados
apo6s 4 semanas de cultura in vitro.

Estagios Estagios de desenvolvimento
inoculados 1 2 3 4
1 ¥584+43a ¥214+26b ¥240+50b ¥3,2+1,8¢
2 18,3+10,3b 16,9+69b 547+56 a 10,2+4,1b
3 0+0c 235+134b 76,5+13 4 a 0+0c
4 0+0b 0+0b 0+0b 100+0 a

¥ Valores sé@o proporgdes de 5 repeticdes de 8 embrides somaticos. As médias da
mesma linha seguidas por letras diferentes diferem significativamente pelo teste de
Tukey ao nivel de 5%.
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4.2.4. Crescimento dos embribes somaticos em diferentes estagios de
desenvolvimento

Os valores de pesos de matéria fresca e seca obtidos para embrides
somaticos nos diferentes estagios, produzidos a partir da inoculacédo de embrides
somaticos nos estagios globular, cotiledonar inicial, cotiledonar intermediario e
maduro sdo apresentados nas Tabelas 6 e 7. Os dados indicam que, nas culturas
iniciadas com embrides somaticos no estagio globular, os valores da matéria fresca
e seca foram significativamente maiores para os embrides no estagio cotiledonar
intermediario, sendo, respectivamente, de 440 mg e 48 mg, diferindo
estatisticamente dos valores obtidos para os embrides nos demais estagios de
desenvolvimento. Nas culturas iniciadas com embriGes somaticos no estagio
cotiledonar inicial, os embrides somaticos no estagio cotiledonar intermediario
também apresentaram maior peso da matéria fresca, com 258 mg, diferindo
estatisticamente dos demais estagios. Estes embrides também apresentaram maior
peso da matéria seca, com 29 mg, ndo diferindo, entretanto, dos valores de matéria
seca obtidos para os embriées somaticos no estagio maduro, com 21 mg. Ao iniciar
culturas com embrides somaticos do estagio cotiledonar intermediario, foram
observados maiores pesos de matéria fresca e de matéria seca para os embrides
somaticos no estagio cotiledonar intermediario, com 444 mg e 43 mg,
respectivamente, diferindo estatisticamente dos valores obtidos para os demais
estagios. Quando as culturas foram iniciadas com embrides somaticos do estagio
maduro, foram observados valores de 727 mg de matéria fresca e 63 mg de matéria
seca apenas para este estagio de embrides somaticos.

A Tabela 8 mostra os valores da razdo peso de matéria seca/peso de matéria
fresca em culturas embriogénicas produzidas por embrides somaticos em diferentes
estagios de desenvolvimento. Observa-se que houve uma tendéncia dos embrides
somaticos nos estagios cotiledonar intermediario e maduro apresentarem os maiores
valores, independentemente dos estagios dos embrides somaticos utilizados para

iniciar as culturas.
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Tabela 6. Valores (Média + Desvio Padréo) de pesos de matéria fresca (mg) de
embrides somaticos em diferentes estagios de desenvolvimento, produzidos por
culturas embriogénicas de O. catharinensis iniciadas a partir da inoculagédo de
embrides somaticos nos estagios globular (1), cotiledonar inicial (2), cotiledonar

intermediario (3) e maduro (4). Dados ap6s 4 semanas de cultura in vitro.

Estagios Estagios de desenvolvimento
inoculados 1 2 3 4
1 Y50+20 a Y112+6 b Y440+6 a Y114+76 b
2 6+0d 1949 ¢ 258+71a 205+84 b
3 0+0b 24+13b 444+33 a 19+42 b
4 0+0b 0+0b 0+0b 727455 a

¥ Valores (N=5) da mesma linha seguidos por letras diferentes diferem
significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.

Tabela 7. Valores (Média + Desvio Padrdao) de pesos de matéria seca (mg) de
embrides somaticos em diferentes estagios de desenvolvimento, produzidos por
culturas embriogénicas de O. catharinensis iniciadas a partir da inoculacao de
embrides somaticos nos estagios globular (1), cotiledonar inicial (2), cotiledonar

intermediario (3) e maduro (4). Dados ap6s 4 semanas de cultura in vitro.

Estagio Estagios de desenvolvimento
inoculado 1 2 3 4
1 Y4+2¢ Y1147 b Y48+5 a ¥1248b
2 1+0 b 2+1b 29+9 a 21+7 a
3 0+0 b 2+1b 43+3 a 2+4 b
4 0+0b 0+0b 0+0b 63+8 a

Y Valores (N=5) da mesma linha seguidos por letras diferentes diferem
significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.
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Tabela 8. Razdo peso de matéria seca/peso de matéria fresca (Média + Desvio
Padrdo) de embrides somaticos em diferentes estagios de desenvolvimento,
produzidos por culturas embriogénicas de O. catharinensis iniciadas a partir da
inoculacdo de embrides somaticos nos estagios globular (1), cotiledonar inicial (2),

cotiledonar intermediario (3) e maduro (4). Dados ap6s 4 semanas de cultura in vitro.

Estagio Estagios de desenvolvimento
inoculado 1 2 3 4
1 ¥0,070+0,004 ¢ Y 0,090+0,009b Y 0,108+0,004a ¥0,105+0,003 a
2 0,099+0,068 b  0,083+0,036 b 0,116+0,003a 0,104+0,006 b
3 0,000+0,000c 0,067+0,003b  0,096+0,003a 0,096+0,048 a
4 0,000+0,000b  0,000+0,000 b  0,000+0,000b  0,084+0,005 a

¥ Valores (N=5) da mesma linha seguidos por letras diferentes diferem
significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.
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4.3. Avaliagcdo do efeito do sorbitol e do carvao ativado na oxidagao,
crescimento, teor de agua e razao peso de matéria seca/peso de matéria fresca
de culturas embriogénicas

4.3.1. Oxidacao das culturas embriogénicas

A Figura 12 mostra que as culturas embriogénicas produzidas em meio de
cultura sem sorbitol e carvdo ativado apresentaram a maior taxa de oxidagao,
diferindo significativamente de culturas embriogénicas produzidas em meio de
cultura contendo 11 g.L™' de sorbitol, e de culturas embriogénicas produzidas em
meio de cultura contendo 0, 2,75 e 5,5 g.L™" de sorbitol e 3 g.L™" de carvéo ativado.

45 - |
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40 - ——S0,0/CA 0
35 | ——S82,75/CA0
——S55/CA 0
= 307 ——S11/CAD
S 25 —S22/CA 0O
o ab ——S0,0/CA3
¥ 97 4 — @ ——S275/CA3
© 45 s e S55/CA 3
. ab ——S11/CA3
b S22/CA3
b
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Figura 12. Efeito das concentrages de sorbitol (0; 2,75; 5,5; 11 e 22 gL") edo
carvdo ativado (0 e 3 g.L”) sobre a frequéncia (%) de oxidagdo de culturas
embriogénicas de O. catharinensis durante diferentes periodos de cultura in vitro. S
= sorbitol; CA = carvao ativado. Letras diferentes indicam diferencas estatisticas

entre os tratamentos pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.
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4.3.2. Crescimento das culturas embriogénicas

A Tabela 9 mostra os valores de crescimento, em termos de matérias fresca e
seca, obtidos para as culturas embriogénicas  produzidas em diferentes
concentragbes de sorbitol, na presengca ou auséncia de carvao ativado. A
suplementacdo do meio de cultura com concentragdes de sorbitol entre 0 e 11 g.L‘1
promoveu o incremento em matéria fresca das culturas embriogénicas,
apresentando- resultados significativamente :superiores. Valores inferiores para o
peso de matéria fresca foram observados quando culturas embriogénicas foram
produzidas em meio de cultura suplementado apenas com 22 g.L™! de sorbitol e com
concentragdes de sorbitol entre 0 a 22 g.L™' combinadas com carvédo ativado.
Resultado semelhante foi observado para o incremento de matéria seca, na qual
culturas embriogénicas produzidas em meio de cultura suplementado com 11 glL?
de sorbitol apresentaram valores superiores, ndo diferindo estatisticamente das
concentracdes entre 0 e 5,5g.L™. ‘

A Tabela 10 indica que as culturas embriogénicas produzidas em meio de
cultura suplementado com menores concentragdes de sorbitol, na presenca ou ndo
de carvao ativado, apresentaram os maiores niveis de agua, enquanto que culturas
embriogénicas provenientes do meio de cultura com a maior concentracao de
sorbitol, na presenca e auséncia de carvao ativado, apresentaram os menores niveis
de agua, diferindo estatisticamente dos demais tratamentos.

-Ao analisar os valores da razéo peso de matéria seca/peso de matéria fresca
(Figura 13) verifica-se que culturas embriogéhicas oriundas do meio de cultura
suplementado com 22 g.L‘1 de sorbitol, na auséncia e presenca de carvdo ativado,

apresentaram valores maximos, diferindo estatisticamente dos demais tratamentos.
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Tabela 9. Valores (Média + Desvio Padrao) de crescimento em matéria fresca (MF)
e matéria seca (MS) de culturas embriogénicas de O. catharinensis mantidas em
meios de cultura suplementados com diferentes concentracdes de sorbitol (0; 2,75;
55; 11 e 22 gL™") e de carvdo ativado (0 e 3 g.L"). Dados apds 4 semanas de

cultura in vitro.

Sorbitol carvao ativado Crescimento em MF Crescimento em MS

(g.L™) (g.L") (mg) (mg)

0,0 0 Y5744+863 a ¥371+453 bed
2,75 0 670,4+730 a 438456 abc
55 0 648,14914 a 46,3+5,0 ab
11 0 634,3+842 a 499+51 a
22 0 358,9+749 b 36,148,2 cd
0,0 3 361,4+866 b 239462 e
2,75 3 362,9+61,8 b 256+54 e
55 3 385,1+492 b 29,0436 de
11 3 384,8+834 b 32,646,9 de
22 3 310,3+488 b 30,8+5,0 de

Y Valores (N=8) da mesma coluna seguidos por letras diferentes diferem
significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.

Tabela 10. Valores (Média + Desvio Padréo) de teores de agua de culturas
embriogénicas de O. catharinensis mantidas em meios de cultura suplementados
com diferentes concentragdes de sorbitol (0; 2,75; 5,5; 11 e 22 g.L'") e de carvao
ativado (0 e 3 g.L™"). Dados ap6s 4 semanas de cultura in vitro.

Sorbitol carvao ativado Teor de agua Teor de agua
(gL’ (g.L) (mg) (%)
0,0 0 ¥ 563,5+81,7 a ¥933+05 a
2,75 0 652,9+67,8 a 93,3+t04 a
5,5 0 628,0+87,1 a 92,7+0,5 abc
11 0 610,6+79,2 a : 92,0+0,3 cd
22 0 349,0+67,2b 89,9+0,7 e
0,0 3 363,8+81,0b 93,14+0,7 ab
2,75 3 363,5+56,9 b 92,7+0,6 abc
5,5 3 382,3+46,3 b ~ 92,3+0,5 bed
11 3 378,4+769b 914+ 05 d
22 3 305,8+446 b 90,0+0,8 e

¥ Valores (N=8) da mesma coluna seguidos por letras diferentes diferem
significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.
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Figura 13. Razdo peso de matéria seca (MS)/peso de matéria fresca (MF) de
culturas embriogénicas de O. catharinensis produzidas em meios de cultura
contendo diferentes concentragces de sorbitol (0, 2,75; 5,5; 11 e 22 gl e de
carvao ativado (0 e 3 g.L™"). Dados apés 4 semanas de cultura in vitro. S = sorbitol;
CA = Carvao ativado. Letras diferentes indicam diferencas estatisticas entre os

- tratamentos pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.
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4.3.3. Determinacao do teor de agua em culturas embriogénicas

Os resultados apresentados na Tabela 11 indicam que amostras de 200 mg
de matéria fresca, obtidas de culturas embriogénicas produzidas em meios contendo
diferentes concentragées de sorbitol, na presenga ou auséncia de carviao ativado,
apresentaram diferencgas estatisticas significativas para os pesos da matéria seca. A
concentracdo de sorbitol de 22 g.L™ promoveu significativamente o crescimento em
matéria seca, independente da presenga do carvao ativado.

Tabela 11. Valores (Média + Desvio Padréo) de pesos de matéria seca pafa
amostras de 200 mg de matéria fresca, de culturas embriogénicas de O.
catharinensis mantidas em meios de cultura suplementados com diferéntes
concentracdes de sorbitol (0; 2,75; 5,5; 11 € 22 g.L ") e de carvéo ativado (0 e 3 g.L
'). Dados apés 4 semanas de cultura in vitro.

Sorbitol Carvao ativado Matéria seca
(a.L™") (g.L”) (mg)

0,0 0 ¥13,3+1,0 cd
2,75 0 13,4+0,8 cd
5,5 0 14,6+1,0bcd
1 0 16,0+0,7 b
22 0 202+15 a
0,0 3 14,1+1,5 cd
2,75 3 146+11 d
55 3 15,5+1,1 bed
11 3 17,2+1,0 bc
22 3 199+1,0 a

Y Valores (N=8) da mesma coluna seguidos por letras diferentes diferem
significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.
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4.3.4. Frequéncia de embribes somaticos

O efeito das concentragdes de sorbitol e da auséncia ou presenca de carvao
ativado sobre a frequéncia de embrides somaticos, nos diferentes estagios de
desenvolvimento, em culturas embriogénicas de O. catharinensis, sdo mostrados na
Tabela 12. As concentracdes de sorbitol juntamente com carvao ativado tiveram
efeito prombtor sobre a frequiéncia de embrides somaticos no estagio globular. Desta
forma, as maiores freqiéncias de embrides somaticos neste estagio foram
observadas em culturas embriogénicas provenientes do meio de cuitura
suplementado com 2,75, 5,5, 11 e 22 g.L‘1 de sorbitol em combinagao com carvao
ativado (3 g.L"), nao diferindo estatisticamente entre si. O meio de cultura com 2,75
g.L™! de sorbitol sem carvao ativado apresentou resultado significativamente inferior,
diferindo dos demais tratamentos. Culturas embriogénicas crescidas em meio de
cultura suplementado com 2,75 g.L"' de sorbitol e em meio somente com carvao
ativado (3 g.L ') sem sorbitol, apresentaram resultados significativamente superiores
para a freqiéncia de embrides somaticos no estagio cotiledonar inicial, néo diferindo
estatisticamente do meio de cultura suplementado com 11 g.L”' de sorbitol. As
maiores freqiéncias de embrides somaticos no estagio cotiledonar intermediario
foram observadas em culturas embriogénicas crescidas em meio de cultura
contendo concentragées de sorbitol entre O e 11 gL' sem a adicdo de carvao
ativado, ndo diferindo estatisticamente entres si. As maiores frequéncias de
embrides somaticos no estagio maduro foram observadas em culturas
embriogénicas oriundas do meio de cultura suplementado com 5,5 g.L"' de sorbitol

sem carvao ativado, diferindo estatisticamente dos demais tratamentos.
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Tabela 12. Efeito das concentracbes de sorbitol e do carvao ativado sobre a
frequéncia (%) (Média\ + Desvio Padrdo) de embrides somaticos de Ocotea
catharinensis nos diferentes ‘estagios de desenvolvimento: globular (1), cotiledonar
inicial (2), cotiledonar intermediario (3) e maduro (4). Dados apds 4 semanas de

cultura in vitro.

Sorbitol Carvao Estagios de desenvolvimento
(g.L") ativado
(g-L") 1 2 3 4

0,0 0 ¥553+51cd Y194+27 b Y21,4+39ab ¥3,9+1,0bc
2,75 0 453+19 e 26,5+2 4 a 23,3+3,6 a 4,8+09b
5,5 0 54,7+4,8 cd 19,0+3,4 bc 19,3+2,7 ab 7,0+16a
11 0 53,7422 d 21,6+28 ab 19,7427 ab 49+1,1b
22 0 60,5+1,4 bc 17,7415 bed 17,0+2,4 bcd 48+0,8b
0,0 3 55,8+32 cd 24,8+43 a 17,241,7 be 22+10c¢
2,75 3 69,7+2,6 a 18,6+2,4 bc 9,6+1,8 e 21+0,8¢c
55 3 68,4+3,0 a 16,9+26 bc 12,4+16 de 2,4+08c
11 3 70,1+1,7 a 14,0+1,8 ¢ 12,8+2,1 cde 3,1+0,5 bc
22 3 65,7+4,1 ab 17,0+29 bc 14,4+1,8 bcd 3,3+1,1 bc

Y Valores s&o proporgoes de 8 repeticbes de 12 embrides somaticos. As médias da
mesma coluna seguidas por letras diferentes diferem significativamente pelo teste de
Tukey ao nivel de 5%.
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4.4. Efeito da desidratagao lenta de embrides somaticos na redugcdo da matéria

fresca

4.4.1. Curva de reducéo da matéria fresca

Os valores de pesos de matéria fresca de embrides somaticos durante
diferentes periodos de desidratacdo sdo mostrados na Figura 14. Observa-se que o
peso de matéria fresca diminuiu significativamente do dia O até o quarto dia de
desidratagdo. Embrides somaticos sem desidratar (dia 0) apresentaram maior peso
de matéria fresca, diferindo significativamente dos demais tratamentos. Os embrides
somaticos no terceiro e quarto dias de desidratacdo apresentaram os menores
valores para peso de matéria fresca, nao diferindo significativamente entre si.

A Figura 15 mostra as taxas de redugdo em matéria fresca em mg.dia™
apresentadas pelos embrides somaticos. A maior taxa de redugcdo em matéria fresca
(232 mg.dia™) ocorreu nos embrides somaticos no primeiro dia de desidratagéo,
diferindo estatisticamente dos demais tratamentos. A partir do segundo dia, ocorreu
uma diminuicdo nas taxas de reducdo da matéria fresca, respectivamente de 80, 60
e 50 mg.dia™, ndo diferindo estatisticamente dos valores observados para o terceiro
e quarto dia de desidratacao.
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Figura 14. Pesos de matéria fresca (mg) em embrides somaticos de O.
catharinensis no estagio maduro, durante diferentes periodos de desidratacdo.
Letras diferentes indicam diferengas estatisticas entre os periodos de desidratagao

pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.
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Figura 15. Reducdo da matéria fresca de embribes somaticos maduros de O.
catharinensis durante diferentes periodos de desidratacdo. Letras diferentes indicam
diferencas estatisticas entre os periodos de desidratagéo pelo teste de Tukey ao

nivel de 5%.
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4.4.2. Determinagao dos pesos de matéria seca

Os valores de pesos da matéria seca obtidos a partir de amostras de 200 mg
de matéria fresca de embrides somaticos em diferentes periodos de desidratacao
sdo0 mostrados na Tabela 13. Verifica-se que a partir do primeiro dia de
desidratacdo, os pesos de matéria seca aumentaram nas amostras de 200 mg de
matéria fresca, de forma que amostras de embrides somaticos com quatro dias de
desidratacdo apresentaram valores significativamente maiores (24,3 mg de matéria
seca/200 mg de matéria fresca).

Tabela 13. Valores (Média + Desvio Padréo) de pesos de matéria seca de amostras
de 200 mg de matéria fresca, de embrides somaticos maduros de O. catharinensis,
durante diferentes periodos de desidratacao.

Periodo de Matéria seca
desidratagao (dias) (mg)

0 ¥21,3+06 b

1 22,0+1,0 ab

2 223+1,2 ab

3 23,0+1,0 ab

4 243+10 a

Y Valores (N=3) da mesma coluna seguidos por letras
diferentes diferem significativamente pelo teste de Tukey ao
nivel de 5%.
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4.5. Determinagao dos niveis de proteinas totais, agticares soliveis totais e

amido

1

4.5.1. Niveis de proteinas totais, actcares soluveis totais e amido em culturas
embriogénicas

A partir dos dados apresentados na Tabela 2 (item 4.1.2), ou seja, quantidade
de matéria seca presente em 200 mg de matéria fresca de culturas embriogénicas
em diferentes idades, foi possivel o calculo das concentragdes de proteinas totais,
acucares sollveis totais e amido por grama (g) de matéria seca.

A Figura 16 mostra os dados obtidos para as concentragbes de proteinas
totais, acucares soluveis totais e amido, em mg.g‘1 de matéria seca, em culturas
embriogénicas no momento da inoculagéo e durante o periodo de 1 a 5 semanas de
cultura in vitro. A analise de variancia indicou diferengas estatisticas significativas
para os niveis de proteinas totais, agucares soluveis totais e amido entre os
diferentes periodos de cultura. As culturas embriogénicas com uma e duas semanas
de idade apresentaram niveis significativamente superiores de proteinas totais,
103,9 e 97,7 mg.g‘1 de matéria seca, respectivamente, diferindo significativamente
das concentragées observadas para as demais semanas. Houve um decréscimo nos
niveis de proteinas totais com o tempo de cultura. Assim, culturas embriogénicas
com quatro e cinco semanas de idade apresentaram niveis reduzidos de proteinés
totais, 38,8 e 36,3 mg.g‘1 de matéria seca, respecti\)amente, ndo diferindo
estatisticamente.

Os niveis de aclcares soluveis totais nas culturas embriogénicas aumentaram
significativamente, de 127,3 mg.g‘1 de matéria seca no momento da inoculagao, para
276 mg.g”' de matéria seca na primeira semana. Houve um decréscimo significativo
nos niveis de acucares sollveis totais em culturas embriogénicas com trés, quatro e
cinco semanas de idade, 1732, 1624 e 1832 mg.g‘1 de matéria seca,
respectivamente, nao diferindo estatisticamente entre si.

Os niveis de amido aumentaram com o periodo de cultura in vitro. Assim,
culturas embriogénicas com trés, quatro e cinco semanas de idade apresentaram

resultados significativamente superiores, variando entre 339,7 a 354,5 mg.g' de
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matéria seca, nao diferindo estatisticamente entre si. Foi observado um decréscimo
nos niveis de amido em culturas embriogénicas no momento da inoculagéo até a-
primeira semana de 2612 para 153 mg.g' de matéria seca, e aumentos
significativos nos niveis de amido da primeira semana até a terceira semana de

153,0 para 346,6 mg.g” de matéria seca, diferindo estatisticamente entre si.
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Figura 16. Niveis de proteinas totais, agucares soluveis totais e amido (em mg.g" de
matéria seca) em culturas embriogénicas de O. catharinensis durante diferentes
periodos de cultura in vitro. Letras diferentes indicam diferengas estatisticas entre os
periodos de cultura pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.
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4.5.2. Niveis de proteinas totais, agucares soluveis totais e amido em embribes

somaticos em diferentes estagios de desenvolvimento

A partir dos dados apresentados na Tabela 3 (item 4.1.4), foi possivel o
calculo das concentracbes de proteinas totais, agucares soltveis totais e amido por
g de matéria seca. A Figura 17 mostra diferencas estatisticas significativas entre os
niveis de proteinas totais de embrides somaticos em diferentes estagios de
desenvolvimento. Embrides somaticos no estagio globular, obtidos de culturas
embriogénicas com trés semanas de idade, apresentaram niveis superiores de
proteinas totais, diferindo estatisticamente dos demais estagios. Além disso, houve
uma tendéncia dos embrides somaticos no estagio globular apresentarem niveis
significativamente superiores de proteinas totais em relagao aos embriées somaticos
nos estagios cotiledonar inicial, cotiledonar intermediario e maduro.

Pela Figura 18, verifica-se que niveis significativamente superiores de
aclcares soluveis totais foram observados em embrides somaticos no estagio
globular de culturas embriogénicas com uma semana de idade, nao diferindo
- estatisticamente dos valores obtidos para os embrides somaticos no estagio
cotiledonar intermedidrio de culturas embriogénicas com trés semanas de idade.
Com excecdo dos embrides somaticos no estagio globular nas culturas recém
iniciadas, os embrides somaticos nos estagios globular e cotiledonar inicial
provenientes de culturas embriogénicas com duas e trés semanas de idade
apresentaram maiores niveis de acgucares sollveis totais. Também foi possivel
constatar que nas culturas com quatro e cinco semanas de idade, as concentragoes
de acucares soltveis totais tenderam a aumentar significativamente nos embrides
somaticos em funcdo dos estagios de desenvolvimento.

A Figura 19 indica que embrides somaticos nos estagios cotiledonar
intermediario e maduro de culturas embriogénicas com quatro semanas de idade,
apresentaram niveis significativamente superiores de amido, diferindo
estatisticamente dos demais estagios, indicando assim, uma tendéncia em haver
niveis maiores de amido em embrides mais desenvolvidos. Constatou-se também
que as concentragdes de amido nos embrides sométicos tenderam a aumentar
significativamente em embriées no estagio globular para os estagios subsequentes

em todas as culturas com trés, quatro e cinco semanas de idade.
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Figura 17. Niveis de proteinas totais (mg.g' de matéria seca) em embrides
somaticos de O. catharinensis em diferentes periodos de cultura in vitro e estagios
de desenvolvimento. Sem = semana; Ml = momento da inoculagdo; E1 = Estagio
globular; E2 = Estagio cotiledonar inicial; E3 = Estagio cotiledonar intermediario; E4
= estagio maduro. Letras diferentes indicam diferencas estatisticas entre os

tratamentos pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.
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Figura 18. Niveis de agucares soluveis totais (mg.g"' de matéria seca) em embribes
somaticos de O. catharinehsis em diferentes periodos de cultura in vifro e estagios
de desenvolvimento. Sem = semana; Ml = momento da inoculacdo; E1 = Estagio
globular; E2 = Estagio cotiledonar inicial; E3 = Estagio cotiledonar intermediario; E4

= estagio maduro. Letras diferentes indicam diferencas estatisticas entre os
tratamentos pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.
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Figura 19. Niveis de amido (mg.g” de matéria seca) em embriées somaticos de O.
cathaninensis em diferentes periodos de cultura in vitro e estagios de
desenvolvimento. Sem = semana; Mi = momento da inoculagdo; E1 = Estagio
globular; E2 = Estagio cotiledonar inicial; E3 = Estagio cotiledonar intermediario; E4
= estagio maduro. Letras diferentes indicam diferengas estatisticas entre os
tratamentos pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.
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4.5.3. Efeito do sorbitol e do carvdo ativado nos niveis de proteinas totais, acucares

soltiveis totais e amido em culturas embriogénicas

A partir dos dados apresentados na Tabela 11 (item 4.3.2) foi possivel o
calculo das concentragoes de proteinas totais, agucares soluveis e amido por g de
matéria seca. '

A Figura 20 mostra que niveis significativamente superiores de proteinas
totais foram observados em culturas embriogénicas crescidas em meio de cultura
suplementado com 2,75 g.L™ de sorbitol e na auséncia de carvéo ativado (85,2 mg.g"
! de matéria seca), diferindo estatisticamente dos demais tratamentos. Resultados
inferiores de concentragcdes de proteinas totais foram observados em culturas
embriogénicas desenvolvidas em meio de cultura suplementado com 22 gL' de
sorbitol, ndo diferindo estatisticamente de culturas embriogénicas desenvolvidas em
meio de cultura suplementado com carvéo ativado e com 11 e 22 g.L”" de sorbitol.

Os resultados da Figura 21 indicam que valores maximos para agucares
soluveis totais foram observados em culturas embriogénicas oriundas do meio de
cultura suplementado com carvao ativado e na presenca de sorbitol (2,75 a 22 g.L™h,
ndo diferindo estatisticamente entre si. Valores significativamente inferiores de
acucares solUveis totais foram observados em culturas embriogénicas oriundas do
meio de cultura sem carvao ativado, independente das concentragdes de sorbitol,
nao diferindo estatisticamente entre si. Desta forma, os meios de cultura
suplementados com sorbitol e carvdo ativado possibilitaram que as culturas
embriogénicas acumulassem os maiores niveis de agucares soluveis totais.

As culturas embriogénicas produzidas em meios de cultura suplementados
com 2,75 e 55 gL' de sorbitol sem carvdo ativado, apresentaram niveis
significativamente superiores de amido, nao diferindo estatisticamente entre si
(Figura 22). Houve uma redugdo significativa nos niveis de amido em culturas
embriogénicas produzidas em meios de cultura: sem carvao ativado e sem sorbitol;
somente com carvdo ativado; com 22 g.L™! de sorbitol sem carvao ativado e com
carvao ativado e 2,75 a 22 g.L™' de sorbitol; os quais nao diferiram estatisticamente
entre si. Desta forma, constatou-se uma tendéncia em haver redugdes nos niveis de
amido em culturas embriogénicas provenientes dos meios de cultura suplementados

com carvao ativado, independente da concentragio de sorbitol utilizada.
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Figura 20. Niveis de proteinas totais (mg.g' de matéria seca) em culturas
embriogénicas de O. catharinensis produzidas em meios de cultura contendo
diferentes combinagdes de concentragées de sorbitol (0; 2,75; 5,5; 11 e 22 g.L“) e
de carv&o ativado (0 e 3 g.L"). Dados apés 4 semanas de cultura in vitro. Letras
diferentes indicam diferencas estatisticas entre os tratamentos pelo teste de Tukey
ao nivel de 5%.
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Figura 21. Niveis de agucares soluveis totais (mg.g' de matéria seca) em culturas
embriogénicas de O. catharinensis produzidas em meios de cultura contendo
diferentes combinacdes de concentragdes de sorbitol (0; 2,75; 5,5; 11 e 22 g.L“) e
de carvao ativado (0 e 3 g.L™"). Dados ap6s 4 semanas de cultura in vitro. Letras
diferentes indicam diferencas estatisticas entre os tratamentos pelo teste de Tukey

ao nivel de 5%.
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Figura 22. Niveis de amido (mg.g”" de matéria seca) em culturas embriogénicas de
O. catharinensis produzidas em meios de cultura contendo diferentes combinagbes
de concentragdes de sorbitol (0; 2,75; 5,5; 11 e 22 g.L™) e de carvéo ativado (O e 3
gL"). Dados ap6és 4 semanas de cultura in vitro. Letras diferentes indicam
diferencas estatisticas entre os tratamentos pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.
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4.5.4. Niveis de proteinas totais, agucares soluveis totais e amido em embribes
somaticos desidratados

Os niveis de proteinas totais, agucares soluveis totais e amido em embriées
somaticos maduros, durante 0 periodo de desidratagdo lenta de 0-4 dias, s&o
mostrados na Figura 23A, B e C. A Figura 23A mostra que niveis superiores de
proteinas totais foram observados em embrides somaticos no segundo dia de
desidratagéo, ndo diferindo estatisticamente de embrides somaticos no terceiro dia
de desidratagdo. Embrides ndo desidratados e no primeiro dia de desidrataggo
apresentaram niveis inferiores de proteinas totais, diferindo estatisticamente dos
demais tratamentos. Os niveis de agucares solliveis totais foram superiores em
embriGes somaticos sem desidratar e diminuiram significativamente durante o
periodo de desidratagdo (Figura 23B). A Figura 23C indica que os embriées
somaticos ndo desidratados apresentaram os maiores niveis de amido, entretanto,
nao diferiram estatisticamente dos embrides somaticos apés um, trés e quatro dias
de desidratacdo. Os niveis de amido destes embrides somaticos, por sua vez, ndo
diferiram significativamente dos niveis de amido observados em embries somaticos

apos dois dias de desidratagéo.
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Figura 23. Niveis de proteinas totais (A), aclcares sollveis totais (B) e amido (C)
(mg.g' de matéria seca) em embrides somaticos maduros de O. catharinensis
durante diferentes periodos de desidratagao. Letras diferentes indicam diferencas

estatisticas entre os tratamentos pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.
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4.6. Caracterizagao morfolégica e histoquimica

4.6.1. Caracterizagdo morfolégica de embribes sométicos nos estdgios de
desenvolvimento

Os embrides somaticos foram caracterizados em quatro estagios de
desenvolvimento: globular, cotiledonar inicial, cotiledonar intermediario e maduro.
Estes embrides sdo formados por duas regidoes distintas, a regido cotiledonar e a
regido meristematica as quais mostraram morfologias variareis ao longo do
desenvolvimento.

A regido do meristema apical da raiz nos embrides somaticos no estagio
globular (Figura 24A) apresenta células pequenas, com grande nucleo, um ou mais
nucléolos, citoplasma denso, aparentemente sem vacuolo (Figura 24B), ehquanto
que as células da regido cotiledonar sdo maiores, apresentando citoplasma e nucleo
parietais devido a presenga de grande vacuolo (Figura 24C). Neste estagio,
observou-se uma camada de células envolvendo o embrido, a protoderme,
constituida por pequenas células com grandes nucleos e citoplasma denso (Figura
24C). Algumas células alongadas foram observadas na regiao cotiledonar indicando
o inicio da diferenciacdo do procambio (Figura 24D).

A partir do estagio cotiledonar inicial foi observada a diferenciagao dos dois
cotilédones e o meristema apical da raiz (Figura 25A). Além disso, foi observada
também a regido correspondente ao meristema apical do ramo. As células do
meristema apical da raiz apresentaram caracteristicas morfologicas semelhantes as
do embrido somatico no estagio globular (Figura 25B). Os cotilédones apresentaram
células maiores, com nucleo parietal, devido a presenga do grande vacuolo. A
protoderme possui células menores, quando comparadas as observadas no
cotilédone (Figura 25C). Neste estagio, observou-se uma maior diferenciagdo do
procambio (Figura 25D), o qual apresentou um maior namero de células.

Os embrides somaticos no estagio cotiledonar intermediario (Figura 26A)
apresentaram cotilédones mais desenvolvidos, formados por células cotiledonares
maiores do que as observadas anteriormente (Figura 26B). Neste estagio, foram
observadas células do meristema apical da raiz, com caracteristicas semelhantes as

anteriores. Além disso, foram observadas células com caracteristicas meristematicas
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na regido do meristema apical do ramo (Figura 26C). As células do procambio sdo
‘mais alongadas, com nucleos alongados acompanhando a morfologia da célula
(Figura 26D).

A Figura 27A mostra 0 embrido somatico no estagio maduro, onde foi possivel
observar os dois cotilédones e o meristema apical da raiz (Figura 27B). Neste
estagio, as células cotiledonares foram maiores em relagéo as células dos estagios
anteriores (Figura 27C). A protoderme é formada por uma camada de células
morfologicamente mais definidas, envolvendo o embrido somatico (Figura 27D).

As observagbdes morfolégicas indicam que o desenvolvimento de embrides
secundarios se da a partir de células da regiao do meristema apical da raiz, nos

diferentes estagios de desenvolvimento (Figura 28A-B).
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Figura 24. Embrido somatico de O. catharinensis no estagio globular,
corado com AA. A. Aspecto geral do embrido em corte longitudinal,
mostrando a regido meristematica (RM) e a regido cotiledonar (RC). B.
Células da regido meristematica apical da raiz, com grandes nucleos e
nucléolos evidentes (seta). C. Células da regido cotiledonar, destacando a
protoderme (). D. Células do procambio em inicio de diferenciagao.
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Figura 25. Embrido somatico de O. catharinensis no estagio cotiledonar inicial,
corado com AA. A. Aspecto geral do embridgo em corte longitudinal, mostrando
o meristema apical da raiz (seta) e a regido cotiledonar. Neste corte pode ser

observado a regido do meristema apical do ramo (*). B. Células do meristema
apical da raiz com nucleos centrais envolvidos por vacuolos de tamanhos
variaveis. C. Células do cotilédone, mostrando a protoderme, com nucleos que
ocupam a maior parte do volume citoplasmatico (cabega de seta). D. Regi&o do
procambio destacando células alongadas com nucleos acompanhando a
morfologia celular.
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Figura 26. Embrido somatico de O. catharinensis no estagio cotiledonar
intermediario, corado com AA. A. Aspecto geral do embrido em corte
longitudinal, mostrando a regido cotiledonar, regido meristematica apical
da raiz (seta) e apical do ramo (*). B. Células do meristema apical da
raiz, com nucleos grandes e nucléolos evidentes. C. Células do
meristema apical do ramo, com morfologia semelhante as células
observadas no meristema apical da raiz. D. Células do cotilédone com
nucleos parietais e células da protoderme isodiamétricas (cabega de
seta). E. Células do procambio, com nucleos parietais alongados.
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Figura 27. Embrido somatico de O. catharinensis no estagio maduro,
corado com AA. A. Aspecto geral do embrido em corte longitudinal,
mostrando a regido do meristema apical da raiz (seta), apical do ramo
(*) e a regido cotiledonar (RC). B. Células do meristema apical da raiz
com morfologia semelhante aos estagios anteriores. C. Células do
cotilédone e da protoderme, com morfologia semelhante as
observadas nos estagios anteriores. D. Células do procambio,
mostrando nucleos parietais alongados, acompanhando a morfologia
celular.
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Figura 28. Embriogénese secundaria em embrides somaticos de O.
catharinensis, corados com AA. A. Embrido somatico no estagio
cotiledonar inicial, mostrando o desenvolvimento de embrides
secundarios no estagio globular, a partir de células localizadas na
regido do meristema apical da raiz. B. Embrido somatico no estagio
maduro, mostrando o desenvolvimento de embrides secundarios, a
partir de células do meristema apical da raiz.
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4.6.2. Caracterizacdo histoquimica de embrides somaticos em diferentes estagios de

desenvolvimento

A Tabela 14 apresenta uma sintese dos resultados obtidos com os testes
histoquimicos em embrides somaticos produzidos em meio de cultura padréo,
mostrando as diferentes regides, tipos de células e locais destas células onde
ocorreram as reagoes.

As células do meristema apical da raiz de embrides somaticos em diferentes
estagios de desenvolvimento apresentaram caracteristicas semelhantes em relacéo
aos testes histoquimicos. Estas células reagiram positivamente ao CBB,
evidenciando grande concentracdo de proteinas citoplasmaticas (Figura 29A). Em
algumas destas células, granulagbes protéicas de tamanhos variados foram
observadas ocupando grande parte do volume celular ou distribuidas como
pequenos granulos (Figura 29B). A reacdo de PAS mostrou que estas células séo
ricas em pequenos gréos de amido (Figura 29C) e a parede celular destas células é
formada por uma mistura de polissacarideos neutros e acidos que reagiram
positivamente a reagcdo de PAS (Figura 29C) e metacromaticamente ao AT-O
(Figura 29D). Entretanto, a parede celular destas células reagiu fracamente ao AB
em pH 0,5. Estas células quando tratadas com Sudan negro (SB-B) mostraram
pequenos granulos de lipidios distribuidos por todo o citoplasma (Figura 29E). As
células do meristema apical do ramo reagiram positivamente ao CBB (Figura 30A) e
metacromaticamente ao AT-O (Figura 30B), apresentando caracteristicas
semelhantes as células do meristema apical da raiz. Entretanto, estas células nao
apresentaram graos de amido quando submetidas a reagéo de PAS (Figura 30C),
diferindo das células do meristema apical da raiz.

As células da regido cotiledonar reagiram positivamente ao CBB somente na
regido nuclear e numa fina camada de citoplasma periférico (Figura 31A). Os gréos
de amido s@o maiores do que os observados nas células do meristema apical da
raiz, ocorrendo em menor quantidade nas células centrais, enquanto que, nas
células periféricas do cotilédone, estes sdo mais abundantes (Figura 31B). Nas
células da protoderme os grédos de amido sdo menores, semelhantes aos
observados nas células do meristema apical da raiz (Figura 31B). Uma caracteristica

interessante observada foi a presenca de graos de amido, de forma agregada, tanto
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nas células cotiledonares quanto nas protodérmicas (Figura 31C). A parede celular
das células cotiledonares apresentou as mesmas caracteristicas em relacéo as
coloragées das células do meristema apical da raiz (Figuras 31D). As células
cotiledonares reagiram fracamente quando coradas com SB-B, evidenciando
pequena concentracdo de lipidios nesta regido (Figura 31E). Entretanto, algumas
células da protoderme apresentaram reacéo positiva para lipidios quando coradas
com SB-B (Figura 31F).

As células do procambio reagiram positivamente ao CBB, evidenciando uma
uniformidade citoplasmatica no conteudo protéico (Figura 32A). A parede celular
apresentou caracteristica semelhante a das células meristematicas e cotiledonares,
as quais reagiram positivamente ao PAS (Figura 32B), metacromaticamente ao AT-
O (Figura 32C) e fracamente ao AB. Porém, nestas células ndo foram observados
graos de amido (Figura 32B).

Os embriées secundarios apresentam células do meristema apical da raiz que
reagiram positivamente ao CBB (Figura 33A) evidenciando grande concentragao de
proteinas citoplasmaticas quando comparada com as células cotiledonares. Nestas
células, os grédos de amido sdo menores e em maior quantidade (Figura 33B), e a
parede celular € formada por uma mistura de polissacarideos neutros e acidos, a
qual reagiu positivamente a reacéo de PAS, metacromaticamente ao AT-O (Figuras
33B e C) e fracamente ao AB.

4.6.3. Caracterizacdo histoquimica de embribes somaticos crescidos em diferentes
concentragdes de sorbitol e de carvdo ativado

A Tabela 15 mostra que os embrides somaticos ndo apresentaram variacdes
em relacdo aos testes histoquimicos CBB, AT-O e AB, quando produzidos em meio
de cultura WPM suplementado com diferentes concentracdes de sorbitol e de carvao
ativado. Entretanto, para a reacdo de PAS, foi observada uma variagao significativa
na quantidade de grdos de amido nas células cotiledonares dos embriées somaticos,
proporcional ao aumento da concentracdo de sorbitol (Tabela 16). Embrides
somaticos provenientes do meio de cultura WPM sem sorbitol, com ou sem carvao
ativado, apresentaram menor quantidade de graos de amido nas células da regiao

cotiledonar, quando comparado com as células cotiledonares de embrides somaticos
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provenientes do meio de cultura contendo 22 g.L™" de sorbitol (Figuras 34A e B). As
células da protoderme ndo apresentaram gréos de amido quando os embrides foram
cultivados na auséncia de sorbitol e na presenca ou ndo de carvao ativado (Figuras
34A e B), diferindo dos resultados obtidos com os embrides cultivados no meio com
22 g.L™" de sorbitol.

4.6.4. Caracterizagdo histoquimica de embrides somaticos desidratados

Os testes histoquimicos para proteinas totais e polissacarideos acidos nao
apresentaram variagdes significativas nos embrides somaticos durante diferentes
periodos de desidratacdo. Entretanto, foram observadas variagbes no tamanho,
localizagdo e quantidade de graos de amido. Em embrides somaticos desidratados,
células centrais do cotilédone apresentaram numero reduzido de grdos de amido
(Figura 35A), aumentando gradativamente em relagcao a periferia em tamanho e
quantidade (Figura 35B). As células da protoderme n&o apresentaram variagoes,
apresentando gréos de amido de tamanho pequeno e em grande quantidade,
semelhante as células de embrides somaticos nao desidratados (Figura 35B).

Tabela 14. Testes histoquimicos em microscopia de luz nas células da Regido
Meristematica (RM), Células da Regido Cotiledonar (RC), Células da Protoderme
(Pr), Células do Procambio (Pc) no nucleo (Nu), no citoplasma (Ci) e na parede
celular (PC), de embrides somaticos de O. catharinensis, em diferentes estagios de
desenvolvimento.

Constituintes | Testes | Células da Células da Células da Células do
RM RC Pr Pc
Nu|[Ci|PC|Nu|Ci |PC|Nu|Ci |[PC|Nu|Ci|PC
Polissacarideos | PAS - || - [ | - [ | - - |+
neutros
Polissacarideos | AT-O ++ | ++ || |+ || | R || + | +++
acidos
Polissacarideos |Azul de| - - + - - + - - + - - +
sulfatados alcian
Proteinas totais | CBB +++ | +++ | - ++ | + - ||+ - ||+ -
Lipidio Sudan - || - - |+ - - || - - - -
negro

Simbolos: - ndo reagiu; + fracamente positiva, ++ moderadamente positiva,
+++ fortemente positiva
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Tabela 15. Testes histoquimicos em microscopia de luz nas células da Regido
Meristematica (RM), da Regido Cotiledonar (RC), da Protoderme (Pr) e do
Procambio (Pc) no nucleo (Nu), no citoplasma (Ci) e na parede celular (PC) de

embrides somaticos de O. catharinensis produzidos em meios de cultura contendo

diferentes concentragdes de sorbitol (0; 2,75; 5,5; 11 e 22 g.L™") e de carvéo ativado

(0e3gl™.
Constituintes | Testes | Células da Células da | Células da | Células do
RM RC Pr Pc

Nu | Ci |[PC|Nu|Ci |PC|Nu|CilPC|Nu|Ci|PC
Polissacarideos |AT-O ++ | ++ || |+ || || | |
acidos
Polissacarideos |Azul de| - - + - - + - | -1 + - | -] +
sulfatados alcian
Proteinas totais |CBB +H+ || - | |+ SR E == R = I

Simbolos: - ndo reagiu; + fracamente positiva, ++ moderadamente positiva,
+++ fortemente positiva

Tabela 16. Teste da reacdo de PAS (acido periédico de Schiff) em células da
Regido Meristematica (RM), da Regido Cotiledonar (RC), da Protoderme (Pr) e do
Procambio (Pc) no nucleo (Nu), no citoplasma (Ci) e na parede celular (PC) de

embrides somaticos de O. catharinensis produzidos em meios de cultura contendo

diferentes concentragdes de sorbitol (0; 2,75; 5,5; 11 e 22 g.L™) e de carvao ativado

(0Oe3gl™).

Concentragdao | Carvdao | Células da Células da Células da | Células do

sorbitol ativado RM RC Pr Pc
(g.L™) {g.L") [Nu| Ci |PC[Nu| Ci [PC|Nu| Ci |PC|[Nu|[Ci|PC
-0’0 g 0 - ++ | +++ | - + [+ | - - || - - | +++
2,75 0 - ++ | +++ | - + |+ - + |+ - - |+
55 0 - ++ [ +++ | - + |+ | - + |+ - - |+
11 0 - ++ | +++ | - ++ |+ | - ++ | +++ | - - |+
22 0 R = RS N S S R = - | +++
0,0 3 - ++ |+ - + |+ | - - |+ - i
275 3 = ++ | +++ | - + | +++| - - |+ | - - |+
55 3 - ++ |+ - + |+++]| - + || - - | +++
11 3 - ++ | +++ | - ++ | +++ | - ++ | +++ | - - |+
929 3 - |+ | - |4+t |t - |+t - - | +++

Simbolos: - ndo reagiu; + fracamente positiva, ++ moderadamente positiva,
+++ fortemente positiva
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Figura 29. Células do meristema apical da raiz submetidas a diferentes
testes histoquimicos. A. Células do meristema apical da raiz com citoplasma
positivo ao CBB, mostrando acimulo de organelas protéicas. B. Células do
meristema com granulagbes CBB positivas (cabegas de setas). C. Células do
meristema com pequenos gréos de amido e parede celular PAS positiva. D.
Células do meristema coradas com AT-O, com reagdo metacromatica
principalmente na parede celular. E. Células do meristema coradas com SB-
B, mostrando as granulagdes lipidicas (setas).
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Figura 30. Células do meristema apical do ramo submetidas a
diferentes testes histoquimicos. A. Células do meristema
mostrando citoplasma CBB positivo. B. Células do meristema
coradas com AT-O, mostrando reagdo metacromatica
principalmente na parede celular. C. Células do meristema
mostrando parede celular PAS positiva e auséncia de gréos de
amido.

73



RC 3

40 pm

- ; S “v : A Er"
s ” 1 :i :‘..
' : x 40'um 240 pm

S ) g * -

Figura 31. Células da regido cotiledonar e da protoderme submetidas a
diferentes testes histoquimicos. A. Células do cotilédone (RC) CBB positivas
no citoplasma parietal devido a presengca de um grande vacuolo, observa-se
que as células da protoderme (Pr) apresentam citoplasma CBB positivo. B.
Células da regido cotiledonar (RC) com grandes grdos de amido e parede
celular PAS positiva, mostrando grdos de amido menores nas células da
protoderme (cabega de seta). C. Células do cotilédone com grdos de amido
distribuidos de forma agregada. D. Células do cotilédone e da protoderme com
parede celular metacromaticas ao AT-O. E. Células da regido cotiledonar
apresentando leve reagéo positiva ao SB-B (seta). F. Células da protoderme
evidenciando reagéo positiva ao SB-B.
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Figura 32. Células do procambio submetidas a diferentes testes
histoquimicos. A. Células do procadmbio mostrando reacgéo
positiva ao CBB limitada ao nucleo e ao citoplasma parietal. B.
Células do procambio mostrando a reagdo PAS positiva na
parede celular. Observa-se que ndo houve acumulo de amido
no citoplasma destas células. C. Células do procambio com
reacdo metacromatica ao AT-O restrita a parede celular.
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Figura 33. Embriogénese secundaria em embrides somaticos de
O. catharinensis submetida a diferentes testes histoquimicos. A.
Células do embrido secundario com reagédo positiva ao CBB,
especialmente na regido do meristema apical da raiz (seta). B.
Células do embrido secundario com reagdo PAS positiva,
apresentando graos de amido distribuidos nas células do
meristema apical da raiz e cotiledonares. C. Células do embrido
secundario com parede celular metacromatica ao AT-O.
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Figura 34. Embrides somaticos de O. catharinensis crescidos em meio
de cultura WPM suplementado com diferentes concentragdes de sorbitol
e de carvao ativado submetidos a reagdo de PAS. A. As células
cotiledonares de embrides somaticos, crescidos em meio de cultura
suplementado com 0,0 g/L de sorbitol e 3 g/L de carvdo ativado,
apresentaram uma quantidade reduzida de gréos de amido. Nas células
da protoderme, os graos de amido ndo foram observados (*). B. Nas
células cotiledonares de embribes somaticos crescido em meio de
cultura com 22 g/L de sorbitol, observou-se uma maior quantidade de
grdos de amido. Observa-se que as células da protoderme
apresentaram pequenos gréos de amido (setas).
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Figura 35. Embrides somaticos apdés 4 dias de desidratacgao,
submetidos a reacédo de PAS. A. Observe que as células do centro
do cotilédone apresentaram menor quantidade de grédos de amido,
quando comparado com as periféricas do cotilédone. B. Células
periféricas do cotilédone e células da protoderme (Pr) mostrando
maior concentragéo de graos de amido
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- 5. DISCUSSAO

5.1. Crescimento e determinagdo dos niveis de proteinas totais, agucares

soltveis totais e amido

A curva de crescimento das culturas embriogénicas de O. catharinensis
-indicou um pequeno crescimento em matéria fresca e em matéria seca durante as
duas priméiras semanas de cultura in vitro, perfodo em que as culturas estavam se
adaptando ao meio. A fase de crescimento exponencial das culturas embriogénicas
ocorreu entr_é a Segunda e quarta semana e 0 maximo crescimento em matéria.
fresca e matéria seca foram observados na quarta semana. A fase estacionaria
ocorreu entre a quarta e quinta semana, 0 que indica que o meio, ap0s esse
periodo, estava exaurido em relagcdo a fonte de carboidratos, uma vez que os
mesmos ja foram utilizados e ou metabolizados pelas culturas embriogénicas.
Lulsdorf et al. (1992) também observaram que para a espécie Picea glauca-
engelmannii, a entrada das culturas embriogénicas na fase estacionaria ocasionou
um declinio na concentragdo da biomassa das mesmas. Seguhdo este mesmo
autor, a fonte de carboidratos exaurida do meio de cultura pode ter causado a
entrada das culturas na fase estacionaria, provocando um decréscimo no
crescimento em matéria fresca neste periodo. Da mesma forma, Drapeau et al.
(1986) relatam que com o tempo de cultura in vitro, o decréscimo nos niveis de
carboidratos no meio de cultura pode ter ocasionado o declinio na matéria seca em
Dioscorea deitoidea. O aumento significativo na quantidade de agua também pode
ter influenciado esta resposta, uma \)ez que a razao peso de matéria seca/peso de
matéria fresca diminuiu com o tempo de cultura in vitro. As culturas embriogénicas
de O. catharinensis foram subcultivadas durante a fase de crescimento exponencial,
entre a terceira e quarta semana de cultura, mostrando meihor crescimento. Lulsdorf
et al. (1992) também mostraram para as espécies Picea glauca-engelmannii e P.
mariana Mill. a necessidade de subcultura das linhagens celulares na fase de
crescimento exponencial, as quais possibilitaram condigbes de cultura mais estaveis.

As culturas embriogénicas de O. catharinensis iniciadas com embrides
somaticos no estagio globular mostraram, desde o inicio até o final da cultura, uma

- dinamica no padrao de desenvolvimento dos mesmos, apresentando variagdes nas
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freqiéncias de embrides somaticos produzidos em cada estagio de
desenvolvimento. Os resultados mostram, que durante o periodo de cultura, a
frequiéncia de embriées somaticos globulares diminuiu e aumentaram as frequéncias
destes nos estagios mais avangados de desenvolvimento, o que indica que os
embribes somaticos globulares inoculados inicialmente foram se desenvolvendo,
passando pelos estagios globular, cotiledonar inicial, cotiledonar intermediario e
maduro, bem como possibilitaram a formacdo de novos embrides, através da
embriogénese secundaria repetitiva. Segundo Gray (1996), os embribes somaticos
de dicotiledf)neas possuem padrdo de desenvolvimento semelhante ao dos
embrides zigdticos, passando pelos estagios globular, cordiforme, torpedo e
cotiledonar, como foi observado em Robinia Mseudoacaia L., por Han & Park (1999).
Além disso, Gray (1996) mostrou que as células embriogénicas uma vez induzidas,
“continuam a se dividir, de uma maneira altamente organizada, formando os
embrides somaticos. A embriogénese secundaria € uma caracteristica importante do
sistema de embriogénese somatica de O. catharinensis, pois permite a multiplicagédo
e manutencdo das culturas embriogénicas in vifro (Viana & Mantell, 1999). Em
sistemas de embriogénese somatica de outras espécies, como Hevea brasiliensis
Mull. Arg. (Cailloux et al., 1996), Swietenia macrophylla King. (Maruyama & lshii,
1999), Tilia spp (Chalupa, 1999) e Persea americana Mill. (Witjaksono ef al., 1999),
também foi observada a embriogénese secundaria.

Além disso, outra caracteristica importante da embriogénese somatica em O.
catharinensis é a capacidade de multiplicacdo das culturas quando inoculadas em
meio de cultura basal, livre de reguladores de crescimento vegetal (Viana & Mantell,
1999). Witjaksono et al. (1999) também observaram que o meio de cultura livre de
reguladores de crescimento vegetal, possibilitou a manutencao in vitro das culturas
de Persea amen'canai Mill., mantendo a capacidade de divisao celular e formacao de
embrides somaticos. Segundo Sita (1999), esta condicdo € muito importante, uma
vez que algumas condigées de cultura, como a utilizacdo constante de auxinas,
podem ocasionar alteragées genéticas. v

Os embrides somaticos de O. cathannensis, nos diferentes estagios de
desénvolvimento, apresentaram variagbes na quantidade de matéria seca. Nos
estagios iniciais, globular e cotiledonar inicial, € nas primeiras trés semanas de
cultura in vitro, foram observados valores maximos de matéria seca e os menores

valores de teor de agua. Além disso, os embrides nos estagios globular e cotiledonar
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inicial, independentemente da semana de cultura, apresentaram uma tendéncia em

ter niveis menores de agua e valores maximos de matéria seca, bem como maior

razao peso de matéria seca/peso de matéria fresca. Um decréscimo nos valores de

matéria seca foi observado em embri6es somaticos nos estagios cotiledonar

intermediario e maduro com trés, quatro e cinco semanas de idade, diminuindo

também a razao peso de matéria secal/peso de matéria fresca, mostrando que estes

embrides somaticos possuiam maior quantidade de agua. Isto indica que nos
'estégios mais avancados de desenvolvimento, os embrides somaticos cresceram

mais em termos de aumento de volume celular, pelo acumulo de agua, do que pelo

aumento em matéria seca. Estes resultados sugerem entdo que as maiores razoes
entre peso de matéria seca/peso de matéria fresca observadas em culturas
embriogénicas, nas primeiras semanas de cultura, foram devidas & predominancia
de embriGes somaticos no estagio globular e que os menores valores observados
para este parametro, verificados ap8s cinco semanas de cultura, ocorreram nos
casos em que aumentaram as frequéncias de embrides no estagio maduro.

As analises dos niveis de proteinas totais, agucares soltveis totais e amido de
culturas embriogénicas de O. catharinensis comprovaram variagbes nestes
parametros que podem explicar as alteragbes em matéria seca observadas durante
o crescimento das culturas. Desta forma, as culturas apresentaram, durante as
primeiras semanas, niveis superiores de proteinas totais, enquanto que culturas
embriogénicas com quatro e cinco semanas de idade apresentaram um decréscimo
nestes niveis. Gutmann et al. (1996) também observaram resultados semelhantes
em culturas embriogénicas de Larix-lepfoeuropeae, as quais apresentaram niveis
superiores de proteinas totais na segunda semana, dirhinuindo significativamente a
partir desta até a quinta semana. Os resultados obtidos com a O. catharinensis
indicam que durante as semanas iniciais, as culturas embriogénicas possivelmente
estavam em intensa divisao celular, visando a multiplicacao dos embrides somaticos
através da embriogénese secundaria. Isto é confirmado pela alta frequéncia de
embriées somaticos no estagio globular. A andlise de proteinas totais nos embrides
neste estagio indicou que, independentemente da semana de cultura in vitro, estes
embrides apresentaram uma tendéncia em ter maiores niveis de proteinas, os quais
diminuiram nos embrides somaticos em estidgios mais avangcados de
desenvolvimento. Este resultado indica que os embrides no estagio globular estdo

em intensa divisdo celular para a formagao de novos embriées somaticos, enquanto
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que nos embrides nos estagios cotiledonar intermediario e maduro, os tecidos
encontram-se mais diferenciados, diminuindo a atividade de divisdo celular,
ocorrendo o crescimento, predominantemente pelo aumento do volume celular.
Gutmann ef al (1996) mostraram que as concentragées de proteinas totais
encontradas nas culturas embriogénicas durante as primeiras semanas podem
refletir a porcentagem de células se dividindo ativamente, e as células com alta
atividade meristematica sdo geralmente ricas em proteinas citoplasmaticas. A
diminuicgo nos niveis de proteinas totais nas culturas embriogénicas de O.
catharinensis a partir da terceira semana de cultura, pode ter ocorrido
provavelmente, pela maior diferenciacéo destas e pelo aumento no crescimento dos
embrides somaticos ja formados. Estes embrides sdo constituidos por um maior
numero de células cotiledonares, as quais apresentam menor taxa de divisao
celular, devido @ menor quantidade de proteinas citoplasmaticas. Gutmann et al.
(1996) também observaram que a diminuicdo dos niveis de proteinas, a partir da
terceira semana, esteve associada com a mudanca nas taxas de divisdo de células
embrionarias, ricas em proteinas citoplasmaticas, e com a diferenciagao das células
do suspensor, altamente vacuoladas. Resultados semelhantes foram constatados
por Chanprame et al. (1998) que mostraram que embrides somaticos de soja
apresentaram altos niveis de proteinas, os quais diminuiram em aproximadamente
25% durante a maturacdo. Entretanto, Kormutak et al. (1996) observaram que
sementes de Abies alba e Abies nordmanniana apresentaram um maior acumulo de
proteinas chamadas de LEAs (‘late embryogenesis abundant’), as quais s&o
abundantemente produzidas no final da embriogénese zigética de muitas espécies
durante a fase de maturagao dos embrides.

Os maiores niveis de agticares soluveis totais, observados nas culturas
embriogénicas de O. catharinensis durante as duas primeiras semanas, podem ter
ocorrido devido a maior disponibilidade de carboidratos, sacarose e sorbitol, os quais
foram metabolizados pelas culturas, aumentando os niveis internos de agucares
soltveis. Cailloux et al. (1996) dao suporte a esta hipétese, pois observaram que,
quando no meio de cultura existe uma fonte abundante de carbono, a acumulagéo
de acgucares nos embrides somaticos pode ser interpretada como um resultado
normal da rota metabdlica. Segundo Ross et al. (1994), o crescimento In vitro de
tecidos vegetais normalmente requer uma fonte externa de carbono, a qual

geralmente € suplementada ao meio de cultura na forma de sacarose. Uma parte da
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sacarose no meio pode ser, primeiramente, degradada extraceluiarmente e as
hexoses resultantes sdo absorvidas pelas células. Assim, a sacarose & uma
importante fonte de estocagem de hexoses, e €, normalmente, a principal fonte de
carbono como substrato para a sintese de polissacarideos estruturais e de reserva
(Ross et al., 1994; Martin et al., 2000). Além disso, segundo Lai & McKersie (1994),
a sacarose pode ser utilizada como a principal fonte de energia para a formacéo, in
vitro, dos embrides somaticos. Os niveis de agucares soluveis totais diminuiram com
o tempo de cultura nas culturas embriogénicas de O. catharinensis e, este resultado
indica uma possivel utilizacdo destes agucares soluveis totais para a sintese e
armazenamento de amido.

Os niveis de agucares soluveis totais variaram em embrides somaticos em
diferentes estagios de desenvolvimento. Os resultados mostraram que apesar do
declinio nos niveis de agucares soluveis totais com o tempo de cultura, os embrides
somaticos nos estagios cotiledonar intermediario e maduro apresentaram maiores
niveis quando comparados com os estagios globular e cotiledonar inicial, devido,
possivelmente, ao processb de maturacdo, que deve estar ocorrendo nestes

“embrides e que pode resultaf no acumulo de alguns tipos de agucares soluveis.
Segundo Horbowicz et al. (1995), os elevados niveis de agucares em embribes
somaticos de Medicago sativa, em todos os estagios de desenvolvimento, sdo um
reflexo das altas concentragoes de carbono no meio de cultura utilizado. Bewley &
Black (1994) observaram uma variagdo nos tipos e nas concentragbes de certos
acucares, mono ou oligossacarideos, durante o desenvolvimento das sementes de
muitas espécies. Nos estagios iniciais, geralmente, a presenca de monossacarideos
como glicose, manose e frutose predominam, enquanto que nos estagios mais
desenvolvidos, quando os embrides estdo em processo de maturacdo, as
concentragdes de certos agucares e oligossacarideos como a estaquiose e rafinose,
aumentam em associagdo com a tolerancia a desidratacdo. Desta forma, apesar de
nao terem sido determinados os tipos de agticares soluveis presentes nos embrioes
somaticos de O. catharinensis, &€ possivel que os embriGes somaticos nos estagios
cotiledonar intermediario e maduro estavam acumulando os oligossacarideos,
processo que ocorre durante a maturagdo destes embriGes. A importancia dos
oligossacarideos na maturacdo, € que estes podem desencadear uma rota para
promover a vitrificagdo da agua e, consequentemente, promover a prote¢cdo de

estruturas citosdlicas. Além disso, estes compostos facilitam a estabilizacdo de
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lipidios e proteinas nas membranas celulares (Bewley & Black, 1994). Blackman et
al. (1992) também mostraram que o acumulo de carboidratos soliveis durante o
desenvolvimento de embrides somaticos de soja, foi considerado importante para
conferir tolerancia a desidratacao. -

Os niveis de amido nas culturas embriogénicas de Q. catharinensis
diminuiram significativamente nas duas primeiras semanas. Esta diminuigdo esteve
possivelmente associada com a mobilizacdo do amido pelas mesmas, durante a sua
" adaptacdo ao ambiente de cultura, para suportar a fase exponencial de crescimento.
A partir da terceira semana até o final do periodo de cultura in vitro, foram
observados aumentos significativos nos niveis de amido das culturas embriogénicas,
os quais podem ser decorrentes da utilizagdo dos niveis internos de agucares
sollveis totais para a sintese. Bewley & Black (1994) d&o suporte a esta hipétese,
mostrando que se os agucares ndo sdo utilizados diretamente para o metabolismo
de energia, eles sido transformados em amido, como substancia de reserva nos
cotilédones. A sacarose é a principal fonte para a sintese de amido em sementes
(Martin ef al., 2000; Bewiey & Black, 1994), sendo inicialmente convertida em frutose
a qual, através da fosforilagao pela frutose-6-fosfato, passa para glicose-1-fosfato e
€ entao convertida em amido.

Os niveis de amido em embrides somaticos de O. catharinensis estiveram
relacionados com os estagios de desenvolvimento dos mesmos. Foi observada uma
tendéncia, em embrides somaticos nos estagios cotiledonar intermediario e maduro,
de apresentarem niveis maiores, indicando que estes embribes estavam
acumulando amido como substancia de reserva. Bewley & Black (1994) dao suporte
a este resuitado mostrando que durante a fase de maturagdo das sementes ocorre
um acumulo de substancias de reserva, como o amido.

Segundo Han & Park (1999), a concentra¢do e o tipo de carboidrato no meio
de cultura afetam muitos aspectos da embriogénese somatica, incluindo o controle
da germinacgédo precoce, indu¢do da competéncia em células ndo embriogénicas e a
promocdo da embriogénese secundaria. A presenca de sacarose combinada com
diferentes concentragdes de sorbitol e com a adigdo ou ndo de carvio ativado
induziram variagdes nos valores de crescimento em matéria fresca e matéria seca e
na razdo peso de matéria seca/peso de matéria fresca das culturas embriogénicas
de O. catharinensis. A suplementacdo do meio com carvdo ativado pareceu ter

exercido efeito negativo no incremento em matéria fresca e matéria seca das
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culturas embriogénicas. Estes resultados nio estao de acordo com os obtidos por
Carraway & Merkle (1997). Tais autores observaram que a adi¢do de carvao ativado
ao meio de cultura WPM promoveu um incremento em matéria fresca nos embrides
somaticos de Castanea dentata. Culturas embriogénicas de O. catharinensis
cultivadas em meio com 22 gL' de sorbitol e sem carvdo ativado também
apresentaram menor crescimento em matéria fresca, apresentando entretanto, maior
crescimento em matéria seca. Este resultado pode estar indicando que esta
concentragdo de sorbitol pode ter ocasionado um estresse osmotico nos embrides,
através da diminuicdo do potencial osmético do meio de cultura, e pode ter
promovido maior acumulo de substancias de reserva, como amido. Schuller &
Reuther (1993) e Kuo et al. (1997) dao suporte a esta hip6tese, pois estes autores
observaram que as concentragbes de carboidratos no meio de cultura apresentaram
efeitos na matéria seca, sendo que foi observado aumento deste parametro com o
aumento dos niveis de carboidratos utilizados. Witajksono et al. (1999), também
observaram que diferentes fontes de carbono afetaram o crescimento das culturas
embriogénicas de Persea americana Mill. Entretanto, ainda nao esta claro como o
estresse osmotico influencia o processo da embriogénese somatica. Jain et al.
(1997) observou que os carboidratos, usados como agentes osméticos, reduzem o
conteudo de agua e o crescimento de calos, tornando os tecidos mais compactos e
embriogénicos.

A concentracdo de sorbitol e a presenga ou n&o de carvao ativado afetaram
as freqiéncias dos embrides somaticos de O. catharinensis em diferentes estagios
de desenvolvimento. A presenca do carvdo ativado combinado com concentracées
de sorbitol de 2,75 a 11 g.L‘1 fizeram com que as maiores porcentagens de embrides
somaticos permanecessem no estagio globular. Carraway & Merkle (1997) e Cailloux
et al. (1996) também observaram variacdo na frequéncia de embrides somaticos
qguando testaram diferentes concentragdes de carboidratos. Além disso, conforme a
concentracao utilizada, observaram variagdes em relagdo a capacidade das culturas
em produzir embrides somaticos em determinados estagios de desenvolvimento.
Para Hevea brasiliensis Mull. Arg., o desenvolvimento de embrides somaticos no
estagio globular foi maior com o aumento da concentragcdo de sacarose, 0s quais
evoluiram para o estagio torpedo apds quatro semanas no meio de cultura (Cailloux
et al, 1996). Em Casfanea dentata, a sacarose promoveu o desenvolvimento de

maior niumero de embrides no estagio cotiledonar do que a frutose (Carraway &
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Merkle, 1997). De alguma forma, o carvado ativado influenciou a resposté
morfogénica dos embriées somaticos de O. catharinensis, devido a alguma reacéo
mediada por este composto. George (1996) mostrou que um efeito vantajoso do uso
de carvdo ativado é a adsorcdo de compostos fendlicos produzidos pelos tecidos
vegetais. Estudos recentes também mostraram que o carvao ativado acidifica o meio
de cultura durante a autoclavagem e o pH mais baixo ocasiona a hidrélise acida da
‘sacarose em aproximadamente 90% (Druart & De WuIlf, 1993), ocasionando
aumento nos niveis de glicose e frutose e segundo estes autores, a frutose tem sido
identificada como inibidor do crescimento in vitro para algumas espécies.

Além disso, os embrides somaticos de O. catharinensis apresentaram-se mais
opacos em meio de cultura contendo a maior concentragéo de sorbitol (22 gl ena
auséncia de carvao ativado, enquanto nos demais tratamentos, os embrides
somaticos apresentaram aspecto translucido. Estes resultados indicam que a maior
concentracdo de sorbitol sem carvao ativado pode ter proporcionado maior acimulo
de substancias de reserva. Witjaksono et al. (1999) também observaram um
aumento no numero de embrides somaticos de Persea americana Mill. com aspecto
branco-opacos, com b aumento da concentragdo de sacarose (90 g.L™') no meio de
cultura. O aspecto dos embrides somaticos € um fator importante considerado na
caracterizacdo de embrides somaticos maduros e na conversdo de embrides
somaticos em plantas. Segundo Bewley & Black (1994) e Tulecke & McGranahan
(1985), embrides somaticos translucidos podem refletir uma deficiéncia no conteudo
de substancias de reserva, como amido e proteinas. O acumulo destas substancias
de reserva é uma etapa fundamental na embriogénese zigbtica e durante a
germinacao, tais compostos sao utilizados pelo embrido, até a planta se tornar
autotrofica (Bewley & Black, 1994). Estes produtos de reserva sao excelentes
marcadores da qualidade fisioloégica dos embriées somaticos, uma vez que 0 seu
acumulo é uma etapa normal e importante do desenvolvimento embrionario (Cailloux
et al., 1996). Feirer et al. (1989) sugerem que a falta de substancias de reserva
como triglicerideos afetam os estagios finais de desenvolvimento e a subsequente
conversao dos embrides somaticos em plantas. A capacidade de germinacao de
embrides somaticos de nozes foi maior quando estes apresentaram aspecto branco-
opaco, enquanto que embrides somaticos com aspecto translucido foram incapazes
de germinar (Deng & Cornu, 1992). Carraway & Merkle (1997) e Han & Park (1999)

também mostraram que a fonte de carbono e a sua concentracéo sao importantes
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no desenvolvimento, maturacdo e conversdo dos embriées somaticos em plantas.
Odjakova & Conger (1999) observaram que o0 desenvolvimento de embrides
somaticos pode ser promovido pelo tratamento com altos niveis de carboidratos,
como manitol, sacarose e sorbitol, e que a suplementagdo do meio de cultura com
agentes osmoéticos aumenta a embriogénese. Segundo estes autores, o aumento na
resposta do potencial embriogénico com o uso de agentes osméticos, como por
exemplo o sorbitol e manitol, pode estar associado ao aumento do suplemento de
carbono € & mudanca no potencial osmoético. Muitos sistemas de embriogénese
somatica de espécies florestais tém sido otimizados adotando-se a desidratagéo e
ou, aplicagbes de agentes osmoticos para resolver problemas referentes a
maturacdo e germinagdo dos embrides somaticos (Etienne et al., 1993; Reidiboym-
Talleux et al., 1999). Carboidratos e agentes osméticos de alto peso molecular sdo
- necessarios para o desenvolvimento normal dos embrides somaticos em muitas
coniferas (Salajova et al., 1999). Segundo Etienne et al. (1993), a adicio ao meio de
cultura de substancias com atividade osmoética como o sorbitol e/ou o acido
abscisico (ABA), podem simular eventos bioquimicos que ocorrem naturalmente no
ovulo.

As concentragdes de sorbitol, juntamente com a suplementagcio do meio de
cultura com sacarose e presenga ou nao de carvao ativado, tiveram efeitos sobre os
niveis de proteinas totais, agucares soluveis totais e amido nas culturas
embriogénicas de O. catharinensis. Niveis maximos de sorbitol, com ou sem carvao
ativado, parecem ter exercido efeito negativo na sintese de proteinas totais. Estes
resultados ndo estdo de acordo com os obtidos por Etienne et al. (1993). Estes
autores observaram, em embriGes somaticos de Hevea brasiliensis Mull. Arg., que a
adicdo de sacarose ao meio de cultura, juntamente com ABA, promoveram maior
acumulo de proteinas de reservas.

O meio de cultura WPM suplementado com sorbitol e carvdo ativado
possibilitou maior actimulo de aglicares soltveis totais nas culturas embriogénicas
de O. catharinensis, mostrando o efeito promotor, principalmente do carvao ativado.
~Segundo Canhoto & Cruz (1994), uma longa exposicdo dos explantes
embriogénicos a altos niveis de sacarose ou sorbitol pode contribuir para uma
melhor germinagao, por favorecer a iniciagdo de mudangas bioquimicas e
morfologicas responsaveis por este processo. Como ja foi citado anteriormente, o

carvao ativado ao ser autoclavado, provoca a hidrélise acida da sacarose e,
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possivelmente, pode ter influenciado na hidrélise do sorbitol. Talvez esta reagéo, de
alguma forma, tenha favorecido o metabolismo dos agucares disponiveis no meio de
cultura pelos embrides somaticos de O. catharinensis, aumentando os niveis de
acUcares soluveis totais. Além disso, segundo Wann et al. (1997), o carvao pode ter
efeito promotor de crescimento pela capacidade de adsorgédo de substancias
inibitorias presentes no meio, produzidas a partir da autoclavagem deste, ou pelas
préprias culturas.

Os niveis de amido apresentaram tendéncia de aumentar com o aumento das
concentragoes de sorbitol no meio de cultura. Entretanto, ao contrario do que
ocorreu para 0os agucares soluveis totais, o carvao ativado provocou uma redugao
nos niveis de amido, para todas as concentragGes de sorbitol utilizadas, indicando
que pode estar adsorvendo substancias necessarias para a sintese do amido. Isto
pode estar relacionado com o efeito de adsor¢éo do carvao, pois além de outros
fatores, o carvdo pode adsorver componentes do meio de cultura, como as
vitaminas, citocininas e auxinas (Druart & Wulf, 1993).

O estresse osmético atua no controle de muitos processos durante a
embriogénese e a germinagéo de embrides zigoticos (Find, 1997). Estes processos
incluem a acumulacdo de proteinas de reserva, aglcares e amido, € a manutencéo
dos embrides em estagio de maturacdo, pela prevencdo da germinagdo precoce.
Segundo Howell (1998), durante o estagio de maturagdo, as sementes em
desenvolvimento acumulam grandes quantidades de macromoléculas de reserva,
como proteinas, lipidios e carboidratos. Algumas das proteinas de reserva servem
como fonte de nutricdo para o desenvolvimento do embrido, enquanto outras estao
envolvidas nas fun¢des biossintéticas. Segundo Viana (1998), a suplementacéo do
meio de cultura com agentes osmoéticos pode provocar a desidratagdo dos embrides
somaticos e no caso da O. catharinensis, o nivel de sorbitol, utilizado no meio de
multiplicagdo, pode estar desencadeando rotas que iniclam a indugio de tolerancia a
desidratagdo nos embrides. |

A tolerancia a desidratacéo deve-se a mudancas fisiologicas e morfolégicas,
incluindo a sintese de substancias protetoras especificas nos estagios finais de
désenvolvimento do embrido (Bewley & Black, 1994). Segundo estes autores, nas
sementes em maturagdo de muitas espécies, as concentragdes de certos agucares
e oligossacarideos aumentam em associagdo com a indugdo de tolerancia a

desidratacdo e na fase inicial de perda de agua pelas mesmas. Em embrides
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somaticos de O. catharinensis, Viana (1998) observou o efeito promotor da
desidratacdo lenta sobre a germinagdo. Os resultados obtidos neste trabalho
indicaram que ao final do quarto dia de desidratagéo, os embrides somaticos de O.
catharinensis reduziram em 39% a quantidade de matéria fresca, sendo que esta
reducéo foi maior no primeiro dia e tendeu a um equilibrio entre o terceiro e quarto
dias. Esta reducdo em matéria fresca correspondeu a perda de agua e a possivel
diminuigdo da matéria seca, decorrente do metabolismo dos embrides somaticos na
auséncia do meio de cultura.

A desidratacdo € um requerimento natural para a maturagdo de muitas
espécies e, durante a maturagdo, as sementes podem reduzir o seu contetdo de
agua de 5 a 10% da sua matéria fresca (Ooms et al, 1994). Segundo Bewley &
Black (1994), as sementes ndo sdo capazes de tolerar a desidratagdo em todos os
estagios durante o seu desenvolvimento, mas a tolerancia 4 desidratagdo aumenta
progressivamente durante o desenvolvimento do embrido. A utilizagdo de embrides
somaticos maduros desidratados em placas de Petri por um periodo de 4 dias
estimulou a taxa maxima de germinacdo destes embrides (30 a 40%), quando
comparado com os outros tratamentos de desidratacdo testados (Viana, 1998). Os
resultados obtidos por este autor mostraram que a germinacdo dos embribes
somaticos de O. catharinensis é dependente da desidratagdo e o0 minimo
decréscimo na matéria fresca, necessario para promover a germinagao, foi de 12 a
15%. Similarmente, muitos sistemas de embriogénese somatica para espécies
florestais tém sido otimizados adotando-se a desidratagéo elou a aplicacdo de ABA
para superar problemas relacionados com a maturagdo e germinagéo de embriGes
somaticos (Attree et al., 1991; Merckle, 1990).

Os tratamentos de desidratagédo sao aplicados usualmente pela
suplementacido do meio de cultura com agentes osmaéticos ou pela exposi¢cao dos
embrides somaticos a um estresse matrico sobre papel filtro (Viana, 1998). A
desidratacdo lenta resultou num aumento da taxa de germinagdo dos embrides
somaticos de Hevea brasiliensis Mull. Arg. e foi mais efetiva em estimular a
conversdo destes embriées em plantas, quando comparada com a desidratagdo
rapida (Etienne ef al, 1993). Resultados semelhantes também foram obtidos para
Brassica napus L. (Senaratna et al., 1991) e para coniferas (Roberts et al., 1991).

Estes autores sugerem que o processo de desidratagdo rapida ndo promoveu o
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acumulo de reservas requeridas para desenvolvimento continuo dos embrides
imaturos.

Durante o periodo de desidratagcdo dos embrides somaticos de O.
catharinensis foram observadas mudancgas bioquimicas. Aumentos nos niveis de
proteinas totais, durante o segundo e terceiro dias de desidratacdo indicam que,
durante este periodo, pode estar ocorrendo um aumento nos niveis de algumas
proteinas. Kormuték et al. (1996) observaram que em sementes de Abies alba e
Abies nordmanniana houve um maior acumulo de proteinas da classe LEAs, as
quais sao produzidas no final da embriogénese zigbtica em muitas outras espécies.
Segundo Zimmerman (1993) estas proteinas, supostamente, desencadeiam a
protecdo do embrido durante a desidratagdo. Os resultados obtidos em O.
catharinensis estdo de acordo com os obtidos por Etienne et al. (1993). Estes
autores mostraram que embrides somaticos de Hevea brasiliensis Mull. Arg. também
aumentaram 0s niveis de proteinas, quando desidratados lentamente, em
comparagdo com a nao e/ou com a rapida desidratagao.

Ao contrario do que foi observado para proteinas totais, os embrides
somaticos de O. catharinensis diminuiram os niveis de agucares soluveis totais com
o periodo de desidratacdo, indicando que estes embribes podem estar utilizando
estes agucares para o metabolismo e produgio de energia. Este resultado esta de
acordo com a observacao de Bewley & Black (1994). Além disso, Horbowicz et al.
{1995) observaram que embribes somaticos maduros de Medicago sativa L.
apresentaram declinio significativo nos niveis de agucares soluveis durante a
desidratacdo. Segundo estes autores, a indugdo da tolerancia a desidratagdo destes
embrides somaticos foi associada com a diminuicdo dos niveis de sacarose e com
um aumento dos niveis de estaquiose nos embrides somaticos.

Os embribes somaticos de O. catharinensis, sem desidratar, apresentaram
niveis superiores de amido, nao diferindo estatisticamente de embrides com um, trés
e quatro dias de desidratagdo. Isto mostra que uma utilizagdo maior do amido pelos
embrides somaticos de O. catharinensis nao ocorreu, possivelmente devido ao
consumo dos agticares soltiveis totais, como visto anteriormente. Entretanto, Etienne
et al. (1993) observaram que embrides somaticos de Hevea brasiliensis Mull. Arg.
aumentaram os niveis de amido quando foram submetidos a desidratacdo lenta,
além deste fator estimular a conversao destes em plantas, quando comparado com a

desidratacdo rapida. Uma desidratagido muito rapida pode ocasionar danos nas
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membranas celulares, ao passo que a desidratacao lenta pode prevenir estes danos
através da sintese de proteinas LEAs e oligossacarideos. Segundo Horbowicz et al.
(1995), o baixo vigor de embriées somaticos desidratados € uma consequéncia de
maturacgdo impropria, que pode ter causado a acumulagéo inadequada de reservas,
pobre desenvolvimento morfolégico, danos causados pela desidratagdo e
reidratacdo, ou insuficiente tolerancia a desidratagdo. Em muitos casos, esta baixa
taxa de conversdo pode ser também atribuida a fatores como a nao sincronizagéo
no desenvolvimento dos embribes, a possibilidade de mutagées e/ou de fatores
hormonais e nutricionais estarem bloqueando o desenvolvimento normal dos
embrides somaticos. A maturacdo e a germinacao dos embribes somaticos sao
etapas limitantes no sistema de embriogénese somatica para muitas espécies, como
a Vitis sp (Goebel-Tourand et al., 1993), Swietenia macrophylla King. (Maruyama &
Ishii, 1999), Eucalyptus grandis e E. dunni (Watt et al., 1999), Hoheria angustifoliai
Raoul (Darrow ef al, 1999) e Persea americana Mill. (Witjaksono et al.,, 1999),
determinando baixas taxas de conversao de embrides somaticos em plantas.

A relagdo observada entre o estagio de desenvolvimento do embridao
somatico, utilizado para iniciar as culturas, e as taxas de oxidagéao indicam que,
quanto maior a diferenciagdo destes embrides, menor foi a sua adaptacdo ao novo
ambiente, ocasionando a liberacdo de compostos fendlicos para o meio de cultura, e
promovendo altas taxas de oxidacdo. Segundo George (1996), a oxidacdo ocorre
devido a exudacdo de compostos fendlicos, que causam o escurecimento do meio e
a inibicdo do crescimento das culturas in vitro. A oxidacdo € genétipo dependente.
Os resultados de analises citoquimicas de enzimas, realizadas para embrides
somaticos de O. catharinensis, indicaram atividades intensas de polifenoloxidases
nas células secretoras presentes nos cotilédones, assim como os testes para
esterases mostraram que tais células produzem compostos fendlicos (Viana &
Mantell, 1999).

O estagio de desenvolvimento e tamanho dos embriées somaticos utilizados
na subcultura também influenciaram o potencial de embriogénese secundaria em O.
catharinensis. Os resultados indicaram que, quanto maior a diferenciacido dos
embrides utilizados na subcultura, menor foi & capacidade de divisao celular. Ao
inocular embriées somaticos no estagio globular (<2 mm) foram obtidos embrides
somaticos em todos os estagios de desenvolvimento e ao inocular embrides,

principalmente no estagio maduro (> a 5 mm), estes praticamente nao apresentaram
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a capacidade de embriogénese secundaria. Para a Castanea dentata, também foi
observada esta relacdo entre o tamanho do embrido zigético e a resposta
embriogénica. Para esta espécie, Carraway & Merkle (1997) observaram que a
utilizagao de embrides zigéticos maiores do que 5 mm de comprimento n&o resultou
na producao de culturas embriogénicas, bem como eixos embrionarios, provenientes
de embriGes zigoticos, apds o estagio cotiledonar de desenvolvimento nao
desenvolveram embriogénese somatica. Em geral, o potencial dos explantes de
embrides zigoticos imaturos em formar culturas embriogénicas é influenciado pelo
seu estagio de desenvolvimento e, geralmente, estagios mais jovens sdo mais
eficientes do que estagios mais maduros. A castanha pareceu seguir este padrao
(Carraway & Merkle, 1997). Estes autores também relacionaram as respostas nao
embriogénicas dos embrides zigéticos de Casfanea denfata com o acumulo de
substancias de reserva, que se inicia no estagio cotiledonar. Sotak ef al. (1991)
também observaram que o potencial embriogénico de embribes zigoticos de
Liriodendron tulipifera decresceu com o acumulo de proteinas de reserva, sendo que
Roberts et al. (1991) observaram resultados semelhantes em embrides zigbticos de
Picea glauca e Ficea engelmannii.

Os estagios de desenvolvimento dos embriées somaticos de O. catharinensis
também influenciaram o crescimento em matéria fresca e matéria seca das culturas
embriogénicas. Culturas iniciadas com embrides somaticos no estagio ‘globular
apresentaram maior crescimento em matéria fresca e matéria seca, enquanto que as
iniciadas com embribes somaticos no estagio maduro apresentaram menores
aumentos nestes parametros. Isto indica que, quanto menor e menos diferenciado
for o embrido somatico, maior a capacidade de divisdo celular e de embriogénese
secundaria, possibilitando a multiplicagdo e crescimento in vitro das culturas
embriogénicas.

5.2. Caracterizagao morfolégica e histoquimica

Quatro estagios de desenvolvimento foram definidos em embrides somaticos
de O. catharinensis baseados nas suas caracteristicas morfologicas e histoquimicas,
bem como, no seu tamanho. Segundo Yeung (1995), o estagio globular da

embriogénese somatica marca o inicio da diferenciacdo estrutural, de modo que a
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histogénese inicia com a formagéo da protoderme circundando o embrido somatico
globular. A transicdo do estagio globular para cotiledonar inicial em embriGes
somaticos de O. catharinensis foi marcada pela alteracdo do crescimento
isodiamétrico para a simetria bilateral, indicando o inicio do desenvolvimento e
expansdo dos dois cotilédones e diferenciacdo do meristema apical da raiz. O
desenvolvimento destes continua até o estagio maduro, com a expansao dos
cotilédones, pela proliferacdo celular e também pelo aumento do volume celular
resultante da expansdo do vacuolo. Além disso, durante o desenvolvimento dos
embribes somaticos, foi observada a presencga de células meristematicas na regiao
apical do ramo e diferenciacdo do procambio nos dois cotilédones. Embrides
somaticos de Vitis vinifera no estagio torpedo apresentaram uma simetria bilateral
associada com a formacdo dos cotilédones (Goebel-Tourand et al., 1993). Ribas et
al. (2000) também observaram a transicdo de embribes somaticos do estagio
globular para o cotiledonar, as quais foram baseadas, também, na diferenciacéo dos
feixes vasculares do procambio e no desenvolvimento dos cotilédones,
caracterizado pela maior vacuolizacdo das células cotiledonares. EmbriGes
somaticos e zigoéticos de Tifia cordata também apresentaram a diferenciacédo do
procambio no centro dos dois cotilédones (Karkonen, 2000). Entretanto, ao contrario
do que foi observado para a O. catharinensis, embrides somaticos de perbba—rosa
(Aspidospérma polyneuron Mull. Arg.) nao foram capazes de emitir a raiz e o apice
do ramo, ocasionando a necrose dos mesmos (Ribas et al, 2000). Resultado
semelhante foi observado por Pliego-Alfaro & Murashigue (1987), os quais
observaram, através de andlises morfolégicas e histoquimicas, que os meristemas
apicais da raiz e do ramo frequentemente ndo estavam desenvolvidos em embriées
somaticos de Persea americana Mill.

Nas andlises morfolégicas, pode ser observado que os embrides somaticos
de O. catharinensis apresentaram desenvolvimento normal em relagdo aos
cotilédones e ao meristema apical da raiz. Entretanto para esta espécie, Viana &
Mantell (1999) observaram que embrides somaticos germinados ndo apresentaram
o desenvolvimento do meristema apical do ramo, mas somente do meristema apical
da raiz. Dodeman et al. (1997) mostraram que os meristemas primarios tém que
estar formados para que a embriogénese somatica seja concluida e, segundo Ribas

et al. (2000), a exigéncia mais importante para que ocorra a conversao de embrides
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somaticos em plantas € a obtengdo de embrides maduros e totalmente
desenvolvidos.

As andlises morfolégicas também revelaram que os embrides somaticos de
O. catharinensis apresentaram células com caracteristicas meristematicas na regiao
apical do ramo, entre os dois cotilédones, as quais reagiram positivamente ao CBB,
evidenciando grande quantidade de proteinas citoplasmaticas. Segundo Howell
(1998), o meristema apical do ramo forma-se entre os cotilédones e &€ composto por
células pequenas e com citoplasma denso. As células meristematicas apicais da raiz
de O. catharinensis sao células pequenas, de forma isodiamétrica, com conteudo
citoplasmatico denso, nucleos grandes com nucléolos proeminentes, pouco vacuolo
e presenca de graos de amido. Caracteristicas semelhantes foram observadas por
Ribas et al. (2000) em Aspidosperma polyneuron Mull. Arg. e por Goebel-Tourand et
al. (1993) em Vitis vinifera. Segundo Tautorus et al. (1991), a abundancia de
organelas € um indicador de crescimento celular e, deste modo, a atividade mitotica
€ uma propriedade essencial das células embriogénicas.

Entretanto, o meristema apical do ramo nos embrides somaticos de O.
catharinensis, parece pobremente organizado, ndo apresentando também acumulo
de amido; isto pode explicar o ndo desenvolvimento de plantas completas durante a
germinacido. Goebel-Tourand ef al. (1993) também observaram, em embribes
somaticos de Vitis vinifera, o desenvolvimento de meristema apical do ramo
parcialmente organizado, com células em diferenciagdo e atividade mitética
desorientada. A embriogénese somatica em muitas espécies também ¢é limitada pelo
ndo desenvolvimento do meristema apical do ramo, como & o caso de Borago
officinalis (Quinn et al., 1989), Vitis (Faure, 1990), Theobroma cacao (Alemanno et
al., 1996), Pisum sativum (Loiseau et al., 1998) e Persea americana (Witjaksono et
al., 1999).

Segundo Howell (1998), a formacao dos meristemas apical da raiz e apical do
ramo é um evento crucial no desenvolvimento do embrido. Este autor sugere que
apesar dos embrides serem morfologicamente simples, estes sado molecularmente
complexos, € a expressao do gene € um dos primeiros indicadores moleculares da
polaridade na transicdo do embrido globular esférico para a simetria bilateral do
embrido, com o0 desenvolvimento dos cotilédones. Segundo este mesmo autor,
muitos genes mutantes estao relacionados ao nao desenvolvimento dos meristemas

apicais, sendo que alguns deles afetam as primeiras divisbes dos embrides nos
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estagios iniciais e outros falham na organizagdo do meristema apical do ramo,
durante a embriogénese, nos estagios intermediarios a finais. Desta forma, os
embribes somaticos podem apresentar caracteristicas morfologicas normais e serem
anormais em termos de diferenciacdo de células e tecidos, bem como ao nivel de
expressao génica durante o desenvolvimento. Gupta ef al. (1991) afirmam que os
embrides somaticos devem apresentar a morfologia externa normal e caracteristicas
internas semelhantes as dos embrides zigdticos, para conversdo em plantas
completas.

Karkénen (2000) observou que alguns reguladores de crescimento vegetal
apresentam efeitos positivos no desenvolvimento do meristema apical do ramo.
Segundo este mesmo autor, maior numero de embrides somaticos de Tilia cordata
apresentaram meristemas apicais do ramo mais desenvolvidos quando estes
embrides foram crescidos em meio de cultura contendo ABA, propiciando melhor
germinacdo quando comparado com o meio sem ABA, sendo que este regulador
parece exercer uma rota importante na histodiferenciagcdo. Segundo Salajova ef al.
(1999), as mudancas morfolégicas que acompanham o desenvolvimento de
embrides somaticos em Pinus nigra, promovidos pela 'aplicagéo de agentes
osmoéticos como o ABA, estido associados com a expressdo genética, sintese de
proteinas e acumulo de proteinas padroes. Estes mesmos autores sugerem que 0s
agentes osméticos e o ABA influenciam a organizagdo interna dos embribes
somaticos em desenvolvimento. O balangco hormonal controla o crescimento,
diferenciacdo e desenvolvimento dos embrides somaticos e, através de um
acompanhamento histoquimico durante o desenvolvimento destes embrides, é
possivel identificar os fatores associados ao controle da embriogénese somatica
(Goebel-Tourand ef al., 1993). A baixa taxa de germinagio dos embrides somaticos
de O. catharinensis pode estar indicando a necessidade de estudos com
reguladores de crescimento vegetal que possam vir a promover a diferenciacdo do
meristema apical do ramo.

As analises morfolégicas mostraram também que o desenvolvimento de
novos embrides somaticos em O. catharinensis, via embriogénese secundaria,
ocorre a partir de células da regiao do meristema apical de raiz, revelando que esta
regido apresenta células com alta capacidade proliferativa. Isto confirma os
resultados observados por Viana & Mantell (1999) onde a embriogénese secundaria

ocorria nesta regido dos embrides somaticos. A regido do meristema apical da raiz
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apresenta células com intensa atividade mitética, as quais devem estar envolvidas
na formagdo de embrides somaticos secundarios. Entretanto, a regido de ocorréncia
da embriogénese secundéria € variavel conforme a espécie. Para algumas espécies
como Theobroma cacao (Alemanno et al., 1996) e Quercus suber (El Maataoui et al.,
1990) os embrides secundarios sdo formados a partir de células da camada
epidérmica e sub-epidérmica, enquanto que em Aspidosperma polyneuron (Ribas et
al., 2000) estes sao formados a partir de células do hipocdtilo e em Feijoa sellowiana
(Canhoto & Cruz, 1996) sdo produzidos a partir da superficie adaxial dos
cotilédones. |

Segundo Gupta et al. (1991), os embribes somaticos apresentam
caracteristicas internas semelhantes as dos embrides zigéticos, as quais incluem os
compostos de armazenamento, tais como: proteinas, lipidios e carboidratos.

As proteinas s&o os principais constituintes das organelas celulares e estéo
presentes no citoplasma como moléculas envolvidas em diversas rotas metabolicas
(Bouzon, 1999). Quando coradas com CBB, as células da regido meristematica
apical da raiz e apical do ramo dos embribes somaticos de O. catharinensis
mostraram coloragido de componentes protéicos distribuidos uniformemente por todo
o citoplasma, indicando uma intensa sintese de organelas celulares. Esta sintese de
organelas torna o citoplasma compacto e muito ativo, 0 que é tipico de células em
multiplicacdo e divisao celular. Além disso, algumas células do meristema radicular
dos embrides somaticos de O. catharinensis apresentaram acumulo de proteinas na
forma de granulos. Alemanno et al. (1997) também observaram grande quantidade
de proteinas de reservas, as quais formavam unidades granulares e corpos
protéicos em embrides zigoticos de Theobroma cacao. Os corpos protéicos séo
estruturas de proteinas de reserva, abundantes em sementes e, durante a
germinagao, as proteinas de reserva destes corpos protéicos sdo hidrolizados em
aminoacidos e exportados para o citosol para serem usados na sintese de proteinas
(Taiz & Zeiger, 1998). Nas células cotiledonares e do procambio de embrides
somaticos de O. catharinensis, a reagao positiva ao CBB é confinada a regido
nuclear e perinuclear, onde ficam concentradas as organelas celulares. O restante
do citoplasma destas células reagiu com menor intensidade, mostrando menor
concentragdo de organelas citoplasmaticas. Isto fica mais evidente com a evolugao
dos estagios de desenvolvimento, onde estas células cotiledonares apresentam

vactiolos maiores, diminuindo a presengca de organelas citoplasmaticas nos
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embribes dos estagios cotiledonar intermediario e maduro. Isto pode estar
relacionado também com a reducdo nos niveis de proteinas totais nos embrides
somaticos destes estagios, observados através das analises bioquimicas realizadas.

Os métodos especificos utilizados para identificar os diferentes tipos de
polissacarideds mostraram uma localizacdo diferenciada dos compostos acidos e
neutros em embrides somaticos de O. catharinensis. Os polissacarideos neutros
foram localizados no meio intracelular como substancias de reserva e na parede
celular, enquanto que os polissacarideos acidos foram observados especialmente
como constituintes da matriz da parede celular.

O fendmeno de metacromasia tem sido util nos estudos histologicos como
indicador de polissacarideos acidos (Gordon-Mills et al,, 1978). Em embrides
somaticos de O. catharinensis foi observada uma intensa reacido metacromatica na
parede celular das células meristematicas, cotiledonares, do procdmbio e da
protoderme, devido a presencga de polissacarideos acidos que reagiram com o AT-O.
Este resultado sugere a presenga de polissacarideos &acidos carboxilados nos
embriGes somaticos de O. catharinensis.

A reacao de PAS é utilizada para a identificagéo de polissacarideos neutros,
porque requer a presenca de grupos 1,2-glicol que sdo oxidados para aldeidos pelo
acido periédico (Trick & Pueschel, 1990). A parede celular apresenta reag&o positiva
ao PAS, evidenciando a presenca de polissacarideos neutros caracteristicos das
moléculas de celulose. Estes grupos 1,2-glicol sdo abundantes em polissacarideos
neutros, como os grdos de amido. A intensa reagdo positiva ao PAS das células
meristematicas e cotiledonares dos embrides somaticos de O. catharinensis pode
ser atribuida a grande quantidade de graos de amido. O tamanho destes graos de
amido variou de acordo com os tipos celulares estudados. As células do procambio
raramente apresentaram graos de amido, concordando com os resultados obtidos
por Borisjuk et al. (1995) em embribes zigoticos de Vicia faba L. As células
meristematicas e da protoderme de embribes somaticos de O. catharinensis
apresentaram grdos de amido pequenos e em maior quantidade, enquanto que nas
células cotiledonares, estes graos de amido s&o maiores, aumentando a quantidade
do centro para a periferia dos cotilédones. Pequenos graos de amido nas células da
protoderme e graos de amido maiores nas células cotiledonares também foram

observados por Borisjuk et al. (1995) em embribes zigbticos de Vicia faba L.
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Rodriguez (1994) e Barciela & Vieitez (1993) também evidenciaram maior
quantidade de gréos de amido nas camadas periféricas dos embriGes somaticos.

O uso de azul de alcian foi bem documentado na literatura de histoquimica
animal para diferenciar polissacarideos acidos sulfatados e carboxilados (Pearse,
1968). Bouzon (1993) utilizou 0 mesmo método em algas marinhas para distinguir
polissacarideos sulfatados, e a presencga destes sdo observados devido a acidofilia
do AB. Este teste histoquimico mostrou que os embrides somaticos de O.
catharinensis apresentaram uma reag¢do fraca, limitada a parede celular,
evidenciando pequena quantidade de polissacarideos acidos sulfatados. Ao
contrario, Bouzon (1993) observou, através da intensa reagdo pela presenga de
compostos ricos em grupamentos sulfatados, que polissacarideos acidos sulfatados
sdo abundantes em Graciliaria.

Segundo Merkle et al. (1995), o armazenamento de lipidios pode ser
considerado um indicador de que o tecido € embriogénico e, desta forma, € utilizado
como marcador para avaliar a qualidade do desenvolvimento do embriao somatico.
O corante SB-B mostrou que as células meristematicas da raiz dos embribes
somaticos de O. catharinensis apresentaram reagado intensa, evidenciando maior
concentracdo de lipidios nesta regido, enquanto que as células cotiledonares
apresentaram reagdo fraca, limitada a periferia dos cotilédones. A protoderme
também apresentou reagdo ao SB-B, evidenciando pequena quantidade de lipidios.
Segundo trabalhos realizados por outros autores, o acumulo de lipidio € observado
em diferentes estagios de desenvolvimento dos embrides somaticos. Nos embriGes
somaticos de Elaeis guineensis (Schwendiman et al, 1988) foram observados
acumulos de lipidios no inicio da formagdo destes, enquanto que embrides
somaticos de Hevea brasiliensis (Cailloux et al., 1996) apresentaram acumulo de
lipidios nos diferentes estagios de desenvolvimento. Reidiboym-Talleux ef al. (1999)
também observaram que o acimulo de lipidios ocorre nas células periféricas do
cotilédone dos embrides somaticos.

As concentracbes de sorbitol apresentaram efeito sobre a quantidade e
localizagdo dos graos de amido em embrides somaticos de O. catharinensis. O
acumulo de reserva na forma de amido foi maior com o aumento da concentragao de
sorbitol, indicando que este aumento proporcionou uma maior sintese e acumulo de
amido nos embrides somaticos. Resultados semelhantes foram observados por

Alemanno et al. (1997). Estes autores observaram que embrides somaticos de
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Theobroma cacao apresentaram maior sintese e acumulo de gréos de amido com a
utilizacdo de maiores concentragées de maltose e sacarose.

Através dos testes histoquimicos PAS e CBB, ndo foram observadas
variacoes significativas nas quantidades de amido e proteinas totais em embrides
somaticos de O. catharinensis durante a desidratagdo lenta. Entretanto, relacionado
com as analises bioquimicas, foi observado um aumento nao significativo de amido
e aumento significativo de proteinas totais. Etienne et al. (1993) também observaram
que a desidratacdo lenta ocasionou um acumulo de amido e proteinas de reserva
em embribes somaticos de H. brasiliensis, em comparagdo com os embrides

somaticos ndo desidratados ou com a desidratagao rapida dos embrides.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho permitem as seguintes conclusdes sobre

o sistema de embriogénese somatica de O. catharinensis:

1-

Culturas embriogénicas produzidas em meio de cultura padrao apresentaram
crescimento lento em matérias fresca e seca nas duas primeiras semanas,
apresentando maximo crescimento na quarta semana de cultura.

Culturas embriogénicas nas trés primeiras semanas apresentaram maiores
valores da razdo peso de matéria secalpeSo de matéria fresca do que nas
semanas finais de cultura.

Durante o periodo de cultura in vitro, as culturas embriogénicas apresentaram
aumento na frequéncia de embriGes somaticos nos estagios mais avangados de
desenvolvimento e na formacdo de novos embrides somaticos globulares via
embriogénese secundaria repetitiva.

Embrides somaticos nos estagios inicias de desenvolvimento (globular e
cotiledonar inicial) independentemente da semana de cultura, apresentaram
tendéncia em ter niveis menores de agua, valores maiores de matéria seca e
maior raz&o peso de matéria seca/peso de matéria fresca.

Embrides somaticos nos estagios finais de desenvolvimento (cotiledonar
intermediario e maduro) apresentaram niveis menores de matéria seca e valores
da razdo peso de matéria seca/peso de matéria fresca, mostrando que estes
embrides somaticos possuiam maior quantidade de agua.

Culturas embriogénicas nas primeiras semanas apresentaram maiores niveis de
proteinas totais e acglcares sollveis totais, enquanto que os maiores niveis de
amido foram observados em culturas embriogénicas na terceira, quarta e quinta
semanas. ’
Embrides somaticos nos estagios iniciais de desenvolvimento apresentaram
tendéncia em ter maiores niveis de proteinas totais, enquanto que embrides
somaticos nos estagios cotiledonar intermediario e maduro apresentaram
tendéncia em ter maiores niveis de agucares soluveis totais e amido.

A adicdo de carvdo ativado ao meio suplementado com diferentes concentragdes
de sorbitol exerceu efeito negativo no incremento em matéria fresca e matéria

seca das culturas embriogénicas.
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9- O meio suplementado com 22 g.L™* de sorbitol e sem ‘carvao ativado reduziu o
incremento em matéria fresca, mas promoveu o crescimento em matéria seca
indicando um maior acimulo de substancias de reserva como o amido.

10-As maiores porcentagens de embrides somaticos no estagio globular foram
observadas em meio suplementado com carvéo ativado, combinado com 2,75 a
11 g.L™ de sorbitol.

11-Os embribes somaticos apresentaram-se mais opacos quando crescidos em
meio contendo a maior concentracdo de sorbitol e na auséncia de carvao
ativado, enquanto que nos demais tratamentos os embribes somaticos
apresentaram-se com aspecto translucido, indicando uma possivel deficiéncia no
acumulo de substancias de reserva.

12-. Niveis maximos de sorbitol com ou sem carvao ativado, exerceram efeito
negativo no acumulo de proteinas totais, enquanto que concentragbes de sorbitol

~ combinadas com carvio ativado, promoveram maiores niveis de agucares
solliveis totais e menores niveis de amido em culturas embriogénicas, indicando
o efeito positivo do carvao ativado sobre o acumulo de agucares soltveis totais e
negativo sobre o acumulo de amido nestas culturas.

13-0Os embrides somaticos ndo apresentaram variagdes nos niveis de amido durante
o periodo de desidratagdo. Entretanto, os niveis de agucares soluveis totais
diminuiram neste periodo e os de proteinas totais aumentaram apés dois a trés
dias de desidratagao.

14-Embrides somaticos no estagio globular foram os mais eficientes no
estabelecimento de culturas embriogénicas, apresentando menores taxas de
oxidagdo, maior crescimento em matérias fresca e seca, e frequéncia de
embriées somaticos em todos os estagios de desenvolvimento.

15-0Os embrides somaticos durante os estagios de desenvolvimento apresentaram a
diferenciacdo dos cotilédones, do procambio e o desenvolvimento do meristema
apical da raiz e meristema apical do ramo. Entretanto, o meristema apical do
rramo n&o apresentou organizagao completa.

16- A formacao de novos embrides somaticos através da embriogénese secundaria
repetitiva, ocorre a partir de células localizadas na regido do meristema apical da
raiz.

17- Os testes histoquimicos PAS, CBB e Sudan negro mostraram que as células

meristematicas da raiz apresentaram grande quantidade de grdos de amido de
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tamanho pequeno, grande concentracdo de proteinas citoplasmaticas e presenca
de granulos de lipidios, enquanto que as células do meristema apical do ramo
praticamente nZo apresentaram graos de amido. ,

18-As células cotiledonares apresentaram graos de amido de tamanho maior e uma
reduc&o na reagio ao CBB e SB-B indicando diminui¢cdo nos niveis de proteinas
citoplasmaticas e de granulos de lipidios nestas células, quando comparado com

as células do meristema apical da raiz.
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