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Figura 1. Representagdo esquematica da rota de desenvolvimento de embrides
somaticos A. angustifolia. A- Indugdo da cultura embrionaria 91002, no estadio
pro-embrionario, em meio %2 LP livre de fitorreguladores; Proliferacdo da cultura
embrionaria, no estadio pré-embrionario, em meio BM, gelificado ou liquido, livre
de fitorreguladores; e Pré-tratamento em meio DKM acrescido de 30 yM fluridone
(FLD), entre a transicdo do estadio pré-embrionario e a embriogénese inicial. B-
Pré-maturacdo, onde a transicdo de MPE para embrides somaticos iniciais foi
obtida em meio de pré-maturacdo DKM, com as seguintes variagbes: 9% de
maltose (1), 9% de maltose e 7% de polietilenoglicol 3350 (PEG) (2); 9 % de
lactose (3) e 9% de lactose e 7% de PEG (4). C- Maturagdo na embriogénese
inicial, onde embrides somaticos foram cultivados em meio de maturagdo DKM
suplementado com 9% de maltose e 7% de PEG acrescido de: 30 uM de ABA (a)
ou 60 uM de ABA e 1.5g.L™ de carvao ativado

Figura 2. Caracterizacdo morfolégica por dupla coloragdo com carmim acético e
azul de Evans de massas pré-embrionarias (MPE) e embrides somaticos iniciais
(ES) da cultura embrionaria 91002 de A. angustifolia. a-d Estadio pré-embrionario:
MPE Il da cultura embrionaria 91002 em meio de proliferagao (a-b), e apos pré-
tratamento em meio DKM acrescido de 30 yM de fluridone (FLD) (c,d). e-p
Embriogénese inicial: MPE Il e ES iniciais da cultura embrionaria 91002 apds
tratamentos com FLD e pré-maturagdo em meio DKM acrescido de 9% de
maltose (e, f); 9% de lactose (g,h); 9% de maltose e 7% de polietileno glicol 3350
(PEG) (i, j) e 9% de lactose e 7% de PEG (k, I). ES iniciais provenientes de meio
de pré-maturacdo suplementado com 9% de lactose mais 7% de PEG, apods
quatro semanas em meio de maturacao (DKM, 9% de maltose e 7% de PEG) com
30 uM de ABA (m). ES iniciais provenientes de meio de pré-maturagéo
suplementado com 9% de maltose, apds quatro semanas em meio de maturacao
(DKM, 9% de maltose e 7% de PEG) com 30 pM de ABA (n). ES iniciais
provenientes de meio de pré-maturacao suplementado com 9% de maltose, apds
quatro semanas em meio de maturacdo (DKM, 9% de maltose e 7% de PEG),
acrescido de 60 yM de ABA e 1.5 gL de carvdo ativado (0). ES iniciais



provenientes de meio de pré-maturacdo suplementado com 9% de lactose, apds
quatro semanas em meio de maturacdo (DKM, 9% de maltose e 7% de PEG),
acrescido de 60 uM de ABA e 1.5 g.L™! de carvdo ativado (p). Observe nas MPE e

nos ES a presengca de células embriogénicas (CE), células do suspensor

Figura 3. Microscopia de luz e analise histoquimica de massas pro-embrionarias
(MPE) e embrides somaticos iniciais (ES) da cultura embrionaria 91002 de A.
angustifolia. a-d Estadio pro-embrionario: MPE Il da cultura embrionaria 91002
em meio de proliferacédo (a-b), e apds pré-tratamento em meio DKM acrescido de
30 pM de fluridone (FLD) (c,d). e-l Embriogénese inicial: MPE Ill e ES iniciais da
cultura embrionaria 91002 apés tratamentos com FLD e pré-maturagcdo em meio
DKM acrescido de 9% de maltose (e); 9% de lactose (f); 9% de maltose e 7% de
polietileno glicol 3350 (PEG) (g) € 9% de lactose e 7% de PEG (h). ES iniciais
provenientes de meio de pré-maturacao suplementado com 9% de maltose, apos
quatro semanas em meio de maturagcéo (DKM, 9% de maltose e 7% de PEG) com
30 uM de ABA (i,j). ES iniciais provenientes de meio de pré-maturagéo
suplementado com 9% de lactose e 7% de PEG, apds quatro semanas em meio
de maturagdo DKM acrescido de 60 uM de ABA e 1.5 g.L™" de carvao ativado (k).
Observe nas MPE e nos ES a presenga de células embriogénicas (CE), células
do suspensor (CS), nucleos (N) com um ou dois nucléolos (Nu), vacuolos, graos

de amigo (A) e parede Celular (PD).........c..oco oot 14

Figura 4. Contetido de agticares endégenos determinado em HPLC em mg.g™ de
massa fresca na cultura embrionaria 91002 de Araucaria angustifolia. Controle:
cultura multiplicada em meio BM, e FLD: cultura pré-tratada por 4 semanas no
meio basal DKM suplementada com 30 uM de FLD. A analise de variancia foi feita
individualmente para cada agucar, portanto médias seguidas de letras diferentes
apresentam diferencga estatistica, de acordo com o teste SNK (p<0.05). Barras na
horizontal a cima da coluna corresponde ao desvio padrao. CVsacarose = 21,44%
CVmatose = 92,58%  CViuwose = 40,36%  CVgicose =  24,44%,

Figura 5. Contetido de aclcares endégenos determinado em HPLC em mg.g™' de

massa fresca na transicdo de massas pro-embrionarias de A. angustifolia para
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embrides somaticos iniciais. Os tratamentos de pré-maturagdo sédo constituidos
do meio de cultura DKM suplementado com: 9% de maltose (M9), 9% de maltose
e 7% de PEG (M9P7); 9% de lactose (L9); 9% de lactose e 7% de PEG (L9P7). A
analise de variancia foi feita individualmente para cada acucar, portanto médias
seguidas de letras diferentes apresentam diferenga estatistica, de acordo com o
teste SNK (p<0.05). Barras na horizontal a cima da coluna corresponde ao desvio
padréo. CVsacarose = 102,9 % CViaitose = 14,51% CVitose = 12,8% CVgyicose =
10,85% N=3.c. ettt ae et eae et 21

Figura 6. Contetido de agticares endégenos determinado em HPLC em mg.g™ de
massa fresca em embrides somaticos iniciais de A. angustifolia. Os tratamentos
de maturagao sao constituidos do meio de cultura DKM com 9% de maltose e 7%
de PEG, sendo o primeiro suplementado com 30 uM de ABA e o segundo com 60
UM de ABA e 1.5g.L" de carvdo ativado. A andlise de variancia foi feita
individualmente para cada agucar, portanto médias seguidas de letras diferentes
apresentam diferenga estatistica, de acordo com o teste SNK (p<0.05). Barras na
horizontal a cima da coluna corresponde ao desvio padréo. A) CVsacarose = 47,75%
CVmaitose = 9,1% CVitose = 17,87% CVyicose = 47,75%. B) CVsacarose = 25,68%
CVmaltose = 14,23% CViutose = 9,69% CVgicose = 20,28%
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RESUMO - A Araucaria angustifolia € uma espécie nativa do Sul do Brasil que
hoje se encontra na lista das espécies ameagadas de extingdo devido a
degradacao de grande parte do ecossistema no qual ela ocorre. Biotecnologias
baseadas na cultura de tecidos se configuram em ferramentas uteis para a
conservagao e melhoramento de germoplasma desta espécie. Em coniferas, a
rota regenerativa baseada na embriogénese somatica € importante para a
consecucgao deste objetivo. Os polissacarideos parecem ter importantes fungdes
durante as fases de desenvolvimento do embrido, por exemplo, a quantidade de
agucares ou o sentido do seu fluxo podem determinar um processo ou 0 momento
em que ele ocorre, como a conversao de embrides somaticos em pléantulas. O
presente trabalho teve por objetivo determinar as concentragbes de acgucares
durante a transicao de massas pré-embrionarias a embrides somaticos iniciais de
A. angustifolia e assim analisar a relagdo do desenvolvimento de embrides
somaticos iniciais com os conteudos endogenos de carboidratos. Dessa forma,
submeteu-se a cultura embrionaria 91002 as seguintes etapas da rota de
desenvolvimento da espécie: 1) Inducdo em meio de cultura 2LP isento de
fitoreguladores; 2) Multiplicagado em meio BM isento de fitoreguladores alternando
entre meio solido ou liquido; 3) Pré-tratamento com 30 uM de FLD por 4 semanas;
4) Pré-maturagdo com: a-meio DKM suplementado com 9 % de maltose; b-DKM
suplementado com 9% de maltose e 7% de polietilenoglicol 3350 (PEG); c-DKM
suplementado com 9% de lactose e d-DKM suplementado com 9% de lactose e
7% de PEG por 4 semanas e 5) Maturagdo com: a-meio DKM suplementado com
30 uM ABA e b-DKM suplementado com 60 pM de ABA e 1.5 g.L”" de carvao
ativado por 4 semanas. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com 8 repeticbes para cada tratamento das etapas da rota,
composta por uma placa de Petri inoculada com 4 colénias de 300mg de massa
fresca de MPE cada. As culturas foram mantidas em estufa incubadora BOD
ajustada para uma temperatura de 25+2°C e no escuro. Ocorreram avaliagoes
morfolégicas com dupla coloragdo com carmim acético a 1% e azul de Evans a
0.05%, analise em microscopia de luz através da histoquimica com PAS + CBB e
determinacao de carboidratos por cromatografia liquida de alta performance
(HPLC). Os dados foram submetidos ao teste de analise de variancia (teste F),
que quando significativo seguiu para o teste SNK a 5% de probabilidade. As
culturas embrionarias produziram abundantes MPE |, Il e Ill e aquelas pré-
tratadas com FLD produziram proporcionalmente mais MPE Ill, com maior
quantidade de células de suspensor, graos de amido e maiores teores de frutose,
glicose e sacarose. As MPE tratadas na pré-maturacdo com meio de cultura
suplementado com PEG tiveram a transicdo para embrides somaticos iniciais
acelerada, sendo o tratamento com maltose e PEG o que gerou melhores
resultados morfoldgicos e os tratamentos com maltose maior quantidade de graos
de amido. Ainda na pré-maturagdo, os tratamentos com lactose apresentaram
conteudo de maltose bastante elevado diferindo estatisticamente dos tratamentos
suplementados com maltose. Os tratamentos de maturagao com 30 uM de ABA e
60 yM de ABA mais 1.5 g.L'1 nao diferiram entre si, € ambos possibilitaram a
formacao de embrides iniciais.

Palavras-chave: Araucaria, agucares, amido, HPLC, lactose, maturacdo, maltose,
PEG.



The relation of the development of early somatic embryos with endogenous
carbohydrate contents in Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze

ABSTRACT - Araucaria angustifolia is a native species from Southern Brazil,
which is now in the list of endangered species due to the degradation of most of
the ecosystem in which it occurs. Biotechnologies based on tissue culture
configure themselves into useful tools for germplasm conservation and breeding of
this species. In conifers, the somatic embryogenesis-based regenerative route is
important to achieving this goal. Polysaccharides seem to have important
functions during the stages of embryo development, for example, the amount of
sugars or its flow direction may determine a process or the moment at which it
occurs, such as the conversion of somatic embryos into plantlets. This study
aimed to determine the concentrations of sugars during the transition from
proembryogenic masses (PEM) to early somatic embryos in A. angustifolia and
thus analyze the relation of the development of early somatic embryos with
endogenous carbohydrate contents. In this way, the 91002 embryonic culture was
submitted to the following stages of the development route of the species: 1)
Induction in culture medium %2 LP without plant growth regulators; 2) Multiplication
in BM medium without growth regulators, alternating between solid or liquid
medium; 3) Pretreatment with 30 uM FLD for 4 weeks; 4) Prematuration with: a —
DKM medium supplemented with 9% maltose; b — DKM medium supplemented
with 9% maltose and 7% polyethylene glycol 3350 (PEG); ¢ — DKM medium
supplemented with 9% lactose; and d — DKM medium supplemented with 9%
lactose and 7% PEG for 4 weeks; and 5) Maturation with: a — DKM medium
supplemented with 30 uM ABA; and b — DKM medium supplemented with 60 uM
ABA and 1.5 g.L™! activated charcoal for 4 weeks. The experimental design was
completely randomized with 8 repetitions for each treatment of the route stages,
consisting of a Petri dish inoculated with 4 colonies of 300 mg fresh weight of PEM
per colony. The cultures were kept in BOD incubator adjusted to a temperature of
2512 °C in the dark. Morphological evaluations were performed using double
staining with 1% acetic carmine and 0.05% Evans blue, analysis by light
microscopy and histochemical tests and determination of carbohydrates by high-
performance liquid chromatography (HPLC). Data were subjected to analysis of
variance (F-test), and, when significant, submitted to the SNK test at 5% of
probability. The embryonic cultures produced abundant PEM I, Il and Il and those
treated with FLD produced proportionally more PEM III, with higher amounts of
suspensor cells, starch grains, and higher levels of fructose, glucose and sucrose.
PEM treated in prematuration stage with culture medium supplemented with PEG
showed a faster transition to early somatic embryos, with the treatment with
maltose + PEG showing better morphological results and the treatments with
maltose showing higher amounts of starch grains. Treatments of prematuration
with lactose showed a fairly high content of maltose, being statistically different
from the treatments supplemented with maltose. Maturation treatments with 30 yM
ABA and 60 uM ABA + 1.5 g.L™ activated charcoal were not significantly different
and both of them provided the formation of early embryos. We observed the same
patterns of starch content of the previous stages, a decrease in the maltose
content of PEM treated with lactose at prematuration stage and a slight increase in
sucrose concentration.

Key words: Araucaria, sugars, starch, HPLC, lactose, maturation, PEG.
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1. INTRODUCAO

A Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze, também conhecida como
araucaria ou pinheiro do Parana, é uma conifera da familia Araucariaceae, com
ocorréncia natural na floresta ombrofila mista do bioma Mata Atlantica do Brasil.
Antes da colonizagao, essa floresta ocupava uma area expressiva da regido Sul
estimada em 200.000 Km? Atualmente restam apenas fragmentos, que,
somados, ndo atingem 3% da sua area original (GUERRA et al., 2002).

A araucaria € um importante recurso econémico, social e cultural, sendo
que, por um longo periodo da histéria brasileira a madeira retirada desta espécie
foi alvo de exportacdo devido sua alta qualidade. A resina produzida na casca é
muito utilizada na industria e na medicina, e sua semente, conhecida como
pinhdo, é consumida tanto na alimentacdo humana como na de animais
domésticos e da fauna silvestre (MATTOS, 1994). Além disso, a coleta do pinh&o
nas estagcdes de outono e inverno serve como um importante recurso econémico
para as familias de baixa renda e para as comunidades coletoras (BALBINOT et
al. 2008; VIEIRA-DA-SILVA & REIS, 2009).

Apesar de importancia e do atual estado da sua floresta, ha poucas
unidades de conservagao para o ecossistema da araucaria, o que o torna critico
em termos de conservacéao e a inclui na Red List da IUCN, na Lista Nacional das
Espécies da Flora Brasileira Ameacadas de Extingdo, elaborada pelo Ministério
do Meio Ambiente (MMA) (Instrugcdo Normativa n. 06, de 23 de setembro de 2008)
(SILVA et al., 2011) e mais recentemente indicada no relatério do Workshop da
lista de espécies da flora catarinense ameacgadas de extingdo de 2011.

Com base nisso, sdao cada vez mais necessarias medidas para a
conservagao da espécie, portanto, a agcdo conjunta de manejos convencionais
para conservagao dos remanescentes florestais e técnicas biotecnolégicas torna-
se uma importante opgao (STEFENON et al., 2009).

As técnicas de cultura de tecidos vegetais sao ferramentas uteis para
programas de conservagdo e melhoramento em espécies florestais (VON
ARNOLD et al., 2002). Em coniferas a rota regenerativa in vitro baseada na

embriogénese somatica € uma alternativa interessante para estes objetivos.



A embriogénese somatica, adventicia ou assexual sdo termos usualmente
empregados para designar o processo pelo qual células hapléides ou somaticas
desenvolvem-se por meio de diferentes estadios embriogénicos, dando origem a
uma planta, sem que ocorra a fusdo de gametas (WILLIAMS & MAHESWARAN,
1986).

A modulagdo de um protocolo para a embriogénese somatica para a
araucaria vem sendo objeto de uma série de trabalhos dos quais muitos avangos
ja foram obtidos. Dentre eles destaca-se o estabelecimento de protocolos para as
fases de inducdo e multiplicacdo de culturas embriogénicas (ASTARITA &
GUERRA, 1998, GUERRA et al., 2000; STEINER et al., 2005, STEINER et al.
2007), bem como o estabelecimento das condicdes necessarias para o
desenvolvimento de embrides somaticos (SANTOS et al., 2002, SILVEIRA et al.,
2002, STEINER, 2005, STEINER, 2009, STEINER et al., 2012, VIEIRA et al.,
2012). Apesar destes esforgos, os avangos no estabelecimento de um protocolo
regenerativo completo para a embriogénese somatica nesta espécie tém sido
limitados em virtude do baixo numero de embrides somaticos maduros formados.
(STEINER, 2009).

A determinagdo das condigbes adequadas do cultivo in vitro e a
caracterizagao dos eventos bioquimicos e fisioldgicos do desenvolvimento destes
embrides somaticos podem aumentar a quantidade e a qualidade dos embrides
produzidos (STASSOLA & YEUNG, 2003).

1.1 Carboidratos no desenvolvimento embrionario

Os carboidratos sao fotossintetizados nas plantas na forma de
monossacarideos e posteriormente transformados em dissacarideos,
trissacarideos e acucares alcodis (GOMEZ-GONZALEZ et al., 2010). Sendo que o
principal carboidrato transportado nas plantas é a sacarose, e 0 amido é
considerado como o principal carboidrato de reserva (GEIGENBERGER et al.,
2004).

A principal fungédo dos carboidratos é atuar como fonte de energia para as
alteracdes metabdlicas em plantas ou fornecendo moléculas de agucares para

biossintese de lipidios, proteinas, antioxidantes e polissacarideos (PESCADOR et



al., 2008; GOMEZ-GONZALEZ et al., 2010). Além disso, podem atuar como base
de energia para o crescimento, regulagdo da morfogénese e diferenciagao celular
dos vegetais, com grande importancia na constituicdo da estrutura da parede
celular (SMEEKENS, 2000).

Os polissacarideos parecem ter importantes fungcdes durante as fases de
desenvolvimento do embrido (LIPAVSKA & KONRADOVA, 2004). Por exemplo, a
quantidade de agucares ou o sentido do seu fluxo podem determinar um processo
ou 0 momento em que ele ocorre, como a conversido de embrides somaticos em
plantulas (FLINN et al., 1993) e a germinagédo de sementes (GIBSON, 2005).

Durante o desenvolvimento do embrido e formacao da semente observa-
se uma gradativa mudanca na concentragdo de polissacarideos (FOCKS &
BENNING, 1998). Desta forma, € de grande relevancia identificar a ocorréncia de
cada carboidrato nas diferentes fases do desenvolvimento do embrido zigético, e
com base nisso direcionar e adequar essa variagao durante o desenvolvimento de
embrides somaticos (PESCADOR et al., 2008).

Culturas embrionarias dependem do fornecimento de energia exdgena por
meio da adi¢gdo de carboidratos ao meio de cultivo. Por isso, os processos de
sintese e armazenamento de carboidratos diferem entre a embriogénese zigética
e somatica, uma vez que nesta ultima nao ha ligacao fonte-dreno entre a planta
mae e o embrido formado (SGHAIER-HAMMAMI et al. 2009).

Em coniferas, ainda ndo ha um consenso sobre os tipos e teores ideais de
agucares exdégenos durante o desenvolvimento embrionario. Ha indicios de que a
sacarose tem efeitos estimulantes sobre o desenvolvimento do embrido, mesmo
com sua rapida hidrélise (TABER et al., 1998; IRAQI & TREMBLAY, 2001). De
acordo com Tremblay & Tremblay (1995) e Taber et al. (1998), a sacarose do
meio de cultura é transformada em glicose e frutose por enzimas excretadas pelo
tecido cultivado.

Segundo Lipavska & Kénradova (2004) a dindmica do conteudo enddgeno
de carboidratos durante a embriogénese somatica de espécies do género Picea
spp. € caracterizada por um alto teor de hexoses durante a fase de multiplicacéo,
enquanto que o conteudo de amido e proteinas vai declinando nas fases de
maturacédo, desidratagdo e germinagao.

Também foi reportado o sucesso da utilizagdo da maltose e sua lenta



hidrélise em sistemas embrionarios de abeto-branco (Abies alba Mill.)
(SCHULLER & REUTHER, 1993 e seringueira (Hevea brasiliensis) (BLANC et al,
2002), e a utilizacdo da lactose na obtengao de embrides somaticos de coniferas
(SCHULLER & REUTHER, 1993; VOOKOVA et al.,1998).

Estabelecer a melhor combinacdo entre tipos e concentracdes de acucares
exdégenos € uma tarefa dificil, principalmente porque os carboidratos
desempenham variadas fungdes durante a embriogénese somatica, tais como:
fontes de carbono e de energia; protetores de estresses e como moléculas de
sinalizagdo. Em geral, as fungbes particulares dos agucares soluveis nas plantas
s&o muito dificeis de distinguir ja que estéo rigidamente interligadas (LIPAVSKA &
KONRADOVA, 2004).

2. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve por objetivo determinar as concentragcbes de
acucares durante a transicao de massas pro-embrionarias a embrides somaticos
iniciais de A. angustifolia (Bert.) O. Kuntze e assim analisar a relacédo do
desenvolvimento de embrides somaticos iniciais com os conteudos enddgenos de

carboidratos.

2.1 Objetivos Especificos

e Caracterizar o desenvolvimento inicial dos embrides somaticos de A.
angustifdlia (Bert.) O. Kuntze através da microscopia de luz e de técnicas
histoquimicas;

e Quantificar através do HPLC os teores de sacarose, maltose, frutose e
glicose durante o desenvolvimento inicial dos embrides somaticos de A.
angustifolia (Bert.) O. Kuntze;

¢ |dentificar a relagao entre as diferentes etapas do desenvolvimento dos
embrides somaticos iniciais de A. angustifolia (Bert.) O. Kuntze com os

conteudos enddgenos desses carboidratos.



3. MATERIAL E METODOS

Todas as etapas correspondentes a indugdo da embriogénese somatica
foram realizadas no Laboratério de Fisiologia do Desenvolvimento e Genética
Vegetal (LFDGV), no Centro de Ciéncias Agrarias (CCA), da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC), sendo a rota do desenvolvimento da espécie
elaborada na tese da doutora Francine Lunardi Farias, aluna do programa de poés-

graduacao em Recursos Genéticos Vegetais - CCA/UFSC.

3.1 Material Vegetal

Megaestrobilos de A. angustifolia (Bert.) O. Kuntze foram coletados em
Dezembro de 2009 e Janeiro de 2010, de uma populagdo de polinizagao aberta
localizada na Estagdo Experimental da Epagri de Lages, (884m de altitude, 27°
48' 58" latitude sul e 50° 19' 34" longitude oeste) Santa Catarina, Brasil. As
sementes da araucaria, os pinhdes, foram isolados e individualizados, sendo que
os embrides zigoticos imaturos foram excisados e utilizados para a indugédo de

culturas embrionarias.

3.1.2 Inducdo e manutencao da cultura embrionaria

Foi utilizada a cultura embrionaria 91002 de A. angustifolia (Bert.) O.
Kuntze, induzida e estabilizada no periodo 2009/2010, em meio de cultura “.LP
(VON ARNOLD & CLAPHAM, 2008) isento de fitoreguladores, acrescido de
sacarose (10 g.L"), L-glutamina (1 g.L™"), mio-inositol (1 g.L") e a caseina
hidrolisada (0.5 g.L™"). O pH do meio de cultura foi ajustado para 5.8 com NaOH
(0.5N) e HCI (0.5N) antes da adicdo do phytagel® (2.0 g.L™"). Os compostos
organicos foram filtroesterelizados e adicionados ao meio de cultura apés a
autoclavagem a 121°C por 15 min.

A cultura embrionaria foi posteriormente repicada a cada 21 dias durante
quatro meses para meio BM (GUPTA & PULLMAN, 1991), alternando entre meio
solido ou liquido, suplementado com sacarose (30 g.L™"), L-glutamina (1 g.L™"),
mio-inositol (1 g.L™") e a caseina hidrolisada (0.5 g.L™"). O pH do meio de cultura
foi ajustado para 5.8 com NaOH (0.5N) e HCI (0.5N) antes da adigdo do



phytagel® (2.0 g.L"), e os compostos organicos foram filtroesterelizados e
adicionados ao meio de cultura apds a autoclavagem do meio a 121°C por 15 min
quando em meio soélido. Em meio liquido 100 mL de meio contendo todos os
componentes foram autoclavados diretamente em frascos para suspensao celular
a 121°C por 15 min, e quando em temperatura ambiente foram inoculadas na
propor¢ao de 2 g de massa fresca (MF) da cultura embrionaria em 100 mL de
meio de cultura. Tanto na indugdo quanto na proliferagdo as culturas em meio
gelificado foram mantidas em estufa incubadora BOD, no escuro, com
temperatura de 25+2°C. No caso da proliferagcdo em meio liquido as culturas
foram mantidas em disco rotativo orbital (aparato de Stewart) a uma baixa rotagao

(1 rpm) no escuro com temperatura de 25+2°C (Figura 1A).

3.1.3 Pré-tratamento das MPE

Entre a pré-embriogénese e a embriogénese inicial, os meios de cultura
DKM (VON ARNOLD & CLAPHAM, 2008) foram suplementados com 30 uM de
fluridone (FLD) por quatro semanas (Figura 1A e B). Para isso as massas pro-
embrionarias (MPE) foram inoculadas em placas de Petri (90x 10 mm) contendo
15 mL do meio de cultura DKM suplementado com sacarose (30 g.L™"), mio-
inositol (0.1 g.L™"), caseina hidrolisada (0.5 g.L™") e 30 yM de FLD. O pH do meio
de cultura foi ajustado para 5.8 com NaOH (0.5N) e HCI (0.5N) antes da adi¢ao do
phytagel® (2.0 g.L"). Os compostos organicos foram filtroesterelizados e
adicionados ao meio de cultura apos a autoclavagem do meio a 121°C por 15 min.
O FLD também foi adicionado ao meio apds a autoclavagem, ndo havendo
necessidade da filtroesterelizagao, ja que é preparado diretamente em DMSO. As
MPE foram submetidas a este tratamento por um periodo de quatro semanas € a
repicagem para meio fresco ocorreu a cada duas semanas. As culturas foram
mantidas em estufa incubadora BOD ajustada para uma temperatura de 25+2°C e

NO eSCuro.
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Figura 1. Representagdo esquematica da rota de desenvolvimento de embrides
somaticos A. angustifolia. A- Indugédo da cultura embrionaria 91002, no estadio
pré-embrionario, em meio %2 LP livre de fitorreguladores; Proliferacdo da cultura
embrionaria, no estadio pré-embrionario, em meio BM, gelificado ou liquido, livre
de fitorreguladores; e Pré-tratamento em meio DKM acrescido de 30 uM fluridone
(FLD), entre a transigdo do estadio pré-embrionario e a embriogénese inicial. B-
Pré-maturacdo, onde a transicdo de MPE para embrides somaticos iniciais foi
obtida em meio de pré-maturacdo DKM, com as seguintes variagbes: 9% de
maltose (1), 9% de maltose e 7% de polietilenoglicol 3350 (PEG) (2); 9 % de
lactose (3) e 9% de lactose e 7% de PEG (4). C- Maturagcdo na embriogénese
inicial, onde embrides somaticos foram cultivados em meio de maturacdo DKM
suplementado com 9% de maltose e 7% de PEG acrescido de: 30 uM de ABA (a)
ou 60 pM de ABA e 1.5g.L™" de carvao ativado (b).



3.1.4 Pré-maturacéao das MPE

As MPE originadas do pré-tratamento anterior foram repicadas para placas
de Petri (60 x10 mm) contendo 15 mL do meio de pré-maturagdo, constituido de
meio basal DKM, suplementado com mio-inositol (0.1 g.L'1), caseina hidrolisada
(0.5 g.L") e com fonte de carbono variando da seguinte forma: 1) meio DKM
suplementado com 9 % de maltose; 2) DKM suplementado com 9% de maltose e
7% de polietilenoglicol 3350 (PEG); 3) meio DKM suplementado com 9% de
lactose e 4) DKM suplementado com 9% de lactose e 7% de PEG (Figura 1B).

O pH do meio de cultura foi ajustado para 5.8 com NaOH (0.5N) e HCI
(0.5N) antes da adicdo do phytagel® (2.0 g.L™"). Os compostos organicos foram
filtroesterelizados e adicionados ao meio de cultura apds a autoclavagem do meio
a 121°C por 15 min.

As MPE foram mantidas nestes tratamentos por quatro semanas e
transferidas para meio fresco a cada duas semanas. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, com 8 repeticdes para cada
tratamento. Cada repeticdo foi composta de uma placa de Petri (60x10 mm)
contendo 15 mL de meio de cultura e inoculadas com 4 col6nias de 300 mg de
massa fresca (MF) de MPE cada. As culturas foram mantidas em estufa

incubadora BOD ajustada para uma temperatura de 25+2°C e no escuro.

3.1.5 Maturacdo de embriées somaticos

O meio de maturagao foi baseado na formulacdo salina do meio DKM
acrescido de 9% de maltose e 7% de PEG variando da seguinte forma:
tratamento 1) meio DKM suplementado com 30 pM de &cido abscisico (ABA) e
tratamento 2) meio DKM suplementado com 60 yM de ABA e 1.5 g.L ™" de carvao
ativado (Figura 1C). Os compostos organicos e o ABA foram filtroesterelizados e
adicionados ao meio de cultura apos a autoclavagem do meio a 121°C por 15 min,
sendo o ABA preparado e filtroesterilizado na isencao de luz.

As MPE foram mantidas neste meio por um periodo de quatro semanas e
repicadas para meio fresco a cada duas semanas. O delineamento experimental

foi inteiramente casualizado, com 8 repeticbes para cada tratamento. Cada



repeticdo foi composta de uma placa de Petri (60x10 mm) contendo 15 mL de
meio de cultura e inoculadas com 4 col6nias de 300 mg de massa fresca (MF) de
MPE cada. As culturas foram mantidas em estufa incubadora BOD ajustada para

uma temperatura de 25£2°C e no escuro.

3.1.6 Avaliacées morfolégicas

As avaliagdes morfolégicas seguiram os procedimentos descritos por
Steiner (2009). Amostras representativas de cada tratamento foram submetidas a
dupla coloragdo com carmim acético a 1% e azul de Evans a 0.05% (GUPTA &
DURZAN, 1987). As culturas coradas foram observadas em microscépio optico
invertido Olympus IX-81 e em microscépio optico de luz Olympus BX-40 e as

imagens foram capturadas pelo sistema de captagdo Olympus DP-40.

3.1.7 Analise em microscopia de luz (ML) e testes histoquimicos

A analise foi realizada no Laboratério de Biologia Celular Vegetal
(LABCEV), no Centro de Ciéncias Biolégicas (CCB) da Universidade Federal de
Santa Catarina.

Amostras representativas de MPE dos diferentes tratamentos foram
processadas para analises histoquimicas e morfolégica em microscopia de luz.
Amostras das MPE foram fixadas em solug¢do de paraformaldeido 2.5% em
tampéao fosfato 0.1 M, pH 7.2, overnight (SCHMIDT et al., 2009). Apés a fixagao,
as amostras foram lavadas e desidratadas em séries crescentes de etanol. Apds
a desidratagdo, as amostras foram infiltradas em historesina (Leica Historesin,
Heidelberg, Alemanha). Sec¢bes com 5um de espessura foram coradas com
diferentes testes citoquimicos e fotografados com o microscépio Epifluorescent
(Olympus BX 41), equipado com o sistema de captura Image Q Capture Pro 5.1
Software (Qimaging Corporation, Austin, TX, Estados Unidos da América). As
secgdes dos diferentes tratamentos foram coradas com o0s seguintes
citoquimicos: Acido Periédico de Schiff (PAS), utilizado para identificar a presenca
de polissacarideos neutros (SCHMIDT et al., 2009) e Azul brilhante de Coomassie
(CBB) para identificar a presencga de proteinas totais (SCHMIDT et al., 2009).
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3.2 Determinacéo de Carboidratos

A extracdo e determinacido de carboidratos ocorreram no Laboratério de
Biotecnologia (LBT), no Centro de Biociéncias e Biotecnologia (CBB) da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), de acordo
com a metodologia proposta por Filson, Dawson-Andoh (2009), com
modificagdes.

Para a extragdo dos carboidratos, foram coletadas 3 aliquotas de 300 mg
de amostra fresca de cada tratamento gerando as repeticbes que foram
posteriormente liofilizadas, cada amostra foi macerada em nitrogénio liquido com
adicdo de 1 mL de Etanol 80%, todo o processo de maceracgéao foi feito com o
cadinho a uma temperatura de +4°C. O macerado foi pipetado para um eppendorf
de 2 mL e agitado em vortex para homogeneizagdo. Apds todo esse processo, as
amostras foram colocadas em banho-maria a 70°C por 90 minutos e,
centrifugadas a 13000 rpm durante 10 minutos. O sobrenadante foi coletado e
armazenado e o pellet remanescente ressuspendido em 0,2 mL de Etanol 80% e,
novamente, centrifugado por mais 10 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi
coletado e misturado ao primeiro. A amostra final foi filtrada em membrana de 0.2
Mm, antes da analise por cromatografia liquida de alta performance (HPLC). As
amostras foram armazenadas a -20°C.

Para deteccao e identificacdo dos carboidratos, foi utilizado um detector por
espalhamento de luz (ELSD-LT Il, na sigla em inglés), com configuracoes
ajustadas para temperatura de 40°C, pressao de N, em 350 kPa, ganho 9 e filtro
4. Como fase estacionaria foi utilizada uma coluna Prevail Carbohydrate ES 5um
(250 x 4.6 mm), com uma pré-coluna do tipo Prevail Carbohydrate ES 5um (7.5 x
4.6 mm). Sendo a temperatura do forno de colunas mantida a 25°C.

Como solventes, que representam a fase movel, foram utilizados: Agua
Milli-Q, solvente A, e acetonitrila 100%, solvente B. A mudanca na proporgao de
acetonitrila em relagdo a propor¢ao de agua definiu o gradiente de corrida. O
gradiente de acetonitrila absoluta foi ajustado para 80%, durante os primeiros 16
minutos; de 80 a 70%, entre 16.50 e 23 minutos; e 80% até 30 minutos; com fluxo

constante de 1 mL.min™". Foram injetados 10 uL da amostra.
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3.2.1 Analise estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de analise de variancia (teste F), que
quando significativo seguiu para o teste SNK (Student-Newman-Keuls) a 5% de
probabilidade. As analises foram feitas no programa ASSISTAT 7.6 beta

(Software livre UFCG) e os graficos no Microsoft Excel.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Desenvolvimento inicial dos embriées somaticos de A. angustifolia

4.1.1 Massas pro-embrionarias (MPE)

A partir da dupla coloragédo com carmim acético e azul de Evans observou-
se na cultura embrionaria 91002 a presenca de células embriogénicas (CE)
coradas em vermelho que sdo arredondadas e densas, e células de suspensor
(CS) coradas em azul com um formato alongado (Figura 2a). Esses dois grupos
celulares formaram agregados celulares denominados de massas pré-
embrionarias (MPE). Nesta fase inicial observou-se MPE em trés estadios de
desenvolvimento (FILONOVA et al, 2000): MPE |, formadas por um pequeno
agrupamento de células embriogénicas ligadas a uma ou duas CS (Figura 2b -
seta), MPE Il que apresentam uma maior agregacdo de CE e maior numero de
CS (Figura 2b — seta), sendo que nesses dois estadios as MPE apresentam
polarizacdo, e MPE Ill, formada por grandes aglomerados dos dois tipos
celulares, porém sem polarizagao (Figura 2a).

Apbs 4 semanas no pré-tratamento com 30 uM de FLD as culturas
mantiveram as mesmas caracteristicas descritas, MPE |, Il e Ill, sem haver
qualquer tipo de transicdo morfologica para a formacado de embrides somaticos
(Figura 2c). No entanto, elas diferiram do controle pela maior produgao de MPE llI
com maior quantidade de células de suspensor (Figura 2d).

A reacdo ao CBB obtida pela dupla coloracdo (CBB+PAS) nas analises
histoquimicas mostrou que, a cultura embrionaria antes e apds o pré-tratamento

com FLD apresentou MPE que continham CE com um grande e central nucleo, e
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nele um ou dois nucléolos e denso citoplasma corados em azul (Figura 3 a-d).
Além disso, as CS eram mais ou menos alongadas, apresentavam um grande
vacuolo, e seus nucleos quando presentes se encontravam nas regides
periféricas da célula (Figura 3 b,d). O PAS marcou em rosa a presenca de
celulose na parede celular, sendo que esta reac¢ao foi mais forte nas CS (Figura 3
a,c). Além disso, o PAS marcou também em rosa, poucos e pequenos graos de
amido no citoplasma das CE da cultura embrionaria, localizados ao redor dos
nucleos, e nas CS foi observado um aumento na quantidade desses componentes
de reserva (Figura 3 a,b).

Apo6s o pré-tratamento com FLD observou-se aumento na quantidade e
tamanhos dos graos de amido tanto nas CE como nas CS (Figura 3 c,d). Esta
distribuicdo de amido esta de acordo com o verificado em Picea abies (L.) Karst,
onde um pequeno numero de graos de amido estava localizado no interior das CS
e as CE, que sado mais densas, encontraram-se desprovidas de amido
(LIPAVSKA et al., 2000).
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Figura 2. Caracterizagdo morfoldgica por dupla coloragdo com carmim acético e
azul de Evans de massas pré-embrionarias (MPE) e embrides somaticos iniciais
(ES) da cultura embrionaria 91002 de A. angustifolia. a-d Estadio pré-
embrionario: MPE /Il da cultura embrionaria 91002 em meio de proliferagéo (a-
b), e apds pré-tratamento em meio DKM acrescido de 30 uM de fluridone (FLD)
(c,d). e-p Embriogénese inicial: MPE |ll e ES iniciais da cultura embrionaria
91002 apds tratamentos com FLD e pré-maturacdo em meio DKM acrescido de
9% de maltose (e, f); 9% de lactose (g,h); 9% de maltose e 7% de polietileno glicol
3350 (PEG) (i, j) € 9% de lactose e 7% de PEG (k, I). ES iniciais provenientes de
meio de pré-maturacao suplementado com 9% de lactose mais 7% de PEG, apos
quatro semanas em meio de maturagcéo (DKM, 9% de maltose e 7% de PEG) com
30 uyM de ABA (m). ES iniciais provenientes de meio de pré-maturagao
suplementado com 9% de maltose, apds quatro semanas em meio de maturagao
(DKM, 9% de maltose e 7% de PEG) com 30 uyM de ABA (n). ES iniciais
provenientes de meio de pré-maturacao suplementado com 9% de maltose, apds
quatro semanas em meio de maturacdo (DKM, 9% de maltose e 7% de PEG),
acrescido de 60 yM de ABA e 1.5 gL de carvdo ativado (0). ES iniciais
provenientes de meio de pré-maturagdo suplementado com 9% de lactose, apds
quatro semanas em meio de maturacdo (DKM, 9% de maltose e 7% de PEG),
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acrescido de 60 uM de ABA e 1.5 g.L™" de carvéo ativado (p). Observe nas MPE e
nos ES a presencga de células embriogénicas (CE), células do suspensor (CS).

5./ gn‘d’?ﬂ

Figura 3. Microscopia de luz e analise histoquimica de massas pré-embrionarias
(MPE) e embrides somaticos iniciais (ES) da cultura embrionaria 91002 de A.
angustifolia. a-d Estadio pré-embrionario: MPE I/l da cultura embrionaria 91002
em meio de proliferagédo (a-b), e apds pré-tratamento em meio DKM acrescido de
30 uM de fluridone (FLD) (c,d). e-l Embriogénese inicial: MPE Il e ES iniciais da
cultura embrionaria 91002 apos tratamentos com FLD e pré-maturagdo em meio
DKM acrescido de 9% de maltose (e); 9% de lactose (f); 9% de maltose e 7% de
polietileno glicol 3350 (PEG) (g) e 9% de lactose e 7% de PEG (h). ES iniciais
provenientes de meio de pré-maturacao suplementado com 9% de maltose, apds
quatro semanas em meio de maturacao (DKM, 9% de maltose e 7% de PEG) com
30 uM de ABA (i,j). ES iniciais provenientes de meio de pré-maturagao
suplementado com 9% de lactose e 7% de PEG, apds quatro semanas em meio
de maturagdo DKM acrescido de 60 uM de ABA e 1.5 g.L™! de carvao ativado (k).
Observe nas MPE e nos ES a presencga de células embriogénicas (CE), células
do suspensor (CS), nucleos (N) com um ou dois nucléolos (Nu), vacuolos, graos
de amigo (A) e parede celular (PD).
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4.1.2 Transicdo entre MPE a embribes somaticos iniciais

ApoOs o pré-tratamento com FLD a cultura embrionaria foi submetida a
diferentes tratamentos de pré-maturagdo, e continuou a proliferar MPE |, Il e
grandes quantidades de MPE |lIl compostas por grupos de CE bem definidas e CS
mais alongadas, com as mesmas caracteristicas ja descritas para as MPE.

Todos os tratamentos de pré-maturacdo foram capazes de induzir a
transicao das massas pro-embrionarias para embrides somaticos iniciais apos as
4 semanas de experimento (Figura 2 e-l). Observou-se que a presenga do
polietilenoglicol (PEG) no meio de cultura acelerou a transicdo das MPE para
embrides somaticos iniciais, induzindo uma rapida individualizagéo e polarizagcao
desses embrides a partir das MPE (Figura 2 i-l), visto que os tratamentos isentos
desse agente osmotico apresentaram atraso no desenvolvimento, produzindo
muitas MPE no estagio Ill (Figura 2 e-h).

O efeito benéfico do PEG no meio de maturacéao foi relatado pela primeira
vez em Picea glauca (Moench) Voss (ATTREE et al., 1991), demonstrando-se
também um efeito gendtipo-dependente (NORGAARD, 1997). Para Picea abies
(L.) Karst. a maturacado de embrides somaticos foi mais frequente em resposta a
utilizacdo de PEG (SVOBODOVA et al.,1999; LIPAVSKA et al., 2000). A principal
funcdo desse agente no meio de cultura € induzir o estresse hidrico da cultura in
vitro, sem que haja reducdo no teor de umidade (LIPAVSKA et al., 2000).

A necessidade de um determinado nivel de estresse osmético nas MPE foi
relatada por inumeros autores que mostraram um efeito positivo do agente
osmoético ndo penetrante PEG, com o numero de embrides formados e em
algumas das suas caracteristicas (ATTREE et al, 1991. STASOLLA et al. 2003).
Attree et al. (1995) relatou que apenas suplementando o meio de cultura com
PEG foi possivel promover a maturagdo de embrides de P. glauca (Moench)
Voss. No entanto, a validade dos efeitos positivos do PEG é questionada por
alguns autores (KONG & YEUNG, 1995; FIND, 1997; BOZHKOV e VON
ARNOLD, 1998), que sugerem a necessidade de se estabelecer uma
concentracgao ideal de PEG, caso exista, para gendtipos particulares.

A analise morfolégica pela dupla coloragdo de carmim acético e azul de
Evans mostra que o tratamento de pré-maturagdo com maltose (9%) e PEG (7%)
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foi o mais eficiente no processo de transicdo das MPE para embrides somaticos
iniciais. Esses embrides foram caracterizados por possuirem um compacto grupo
de CE, formando a massa embrionaria (ME) seguida da regido do suspensor
composta de alongadas CS. A superioridade da maltose em alguns sistemas
embrionarios € explicada por um "déficit de carboidratos”, hipétese baseada na
necessidade de manter o conteudo enddgeno de carboidratos em um nivel baixo
por meio da hidrélise lenta da maltose (SCHULLER & REUTHER, 1993; BLANC
et al, 2002), como observado para P.abies (L.) Karst. por Lipavska et al. (2000).
As diferentes fontes de carbono utilizadas no meio de cultura alteraram a
quantidade de graos de amido produzidos na célula. A analise histoquimica com
PAS na dupla coloragdo (CBB+PAS) mostra que as células dos tratamentos com
maltose (Figura 3 e,f,i,j) produziram mais grédos de amido do que as submetidas
aos tratamentos suplementados com lactose (Figura 3 g,h,k,l). A distribuigdo
destes componentes de reserva segue o padrdo de maior quantidade nas CS e
em menor ocorréncia nas CE. Além disso, o uso do PEG no meio de cultura ndo
interferiu na quantidade de graos de amido, assim como também observado por
Lipavska et al. (2000), a utilizagdo do PEG n&o revelou diferenga no teor de amido

€ na sua localizacéo celular.

4.1.3 Embrioes somaticos iniciais

Os embrides somaticos iniciais obtidos nos tratamentos de pré-maturacao
foram submetidos a duas diferentes concentragbes de ABA (30 e 60 uM) por 4
semanas. ApoOs esta etapa, esses embrides somaticos iniciais foram
caracterizados por possuirem alongamento da regido do suspensor e ME
compacta e opaca, sendo estas caracteristicas comuns em todos os tratamentos
(Figura 2 m-p).

O PAS mostra na analise histoquimica uma alta ocorréncia de graos de
amido ao redor do nucleo nas CE, e um aumento desses nas CS seguindo o
mesmo padréo descrito para as MPE em tratamentos anteriores.

Foi observado por Lipavska et al.(2000) a diminuigdo do teor de amido em

embrides de P. abies (L.) Karst. no estagio final, mas que a partir da segunda
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semana em meio de maturagdo iniciava uma lenta e crescente acumulacdo de
graos de amido, sendo essa concentragdo muito maior em CS quando

comparadas as CE.

4.2. Determinacao de Carboidratos

A analise em HPLC revelou quatro picos de agucares nas MPE e embrides
somaticos iniciais, foram eles: sacarose, maltose, frutose e glicose. Sendo que no
mesmo tempo de retengao da glicose estava o pico de galactose, e o tempo de
retencao da maltose coincidiu com o da lactose.

A rafinose e a estaquinose sédo dois carboidratos méveis produzidos por
plantas, o primeiro formado por uma molécula de galactose e uma de sacarose, e
0 segundo por duas moléculas de galactose e uma de sacarose (TAIZ & ZEIGER,
2013). Ambos acgucares moveis foram identificados em embrides zigéticos de
Pinus taeda L. na fase inicial (PULLMAN & BUCHANAN, 2008), portanto os dados
de conteudo enddgeno de glicose devem ser considerados somados a possiveis
moléculas de galactose que foram clivadas, o que, contudo, ndo foi possivel
identificar isoladamente nesta analise.

O mesmo ocorreu para a lactose, que teve seu pico sobreposto ao da
maltose, devido principalmente ao fato de a massa molar de ambos serem iguais
(342.30 g.mol™). Como a lactose nao é produzida por células vegetais, bem como
a enzima lactase necessaria para a quebra dessa molécula, considera-se o
acgucar encontrado neste tempo de retengdo como maltose.

Este evento também ocorreu nas analises de carboidratos de Pullman &
Buchanan (2008) para P. taeda L., no qual foi dificil confirmar as identidades dos
carboidratos como picos, pois ndo foram sempre claramente separados e alguns
nao puderam ser identificados, desta forma a maior parte dos dados
apresentados no trabalho citado foram obtidos através de cromatografia gasosa e

espectrometro de massas, que € o que se sugere para o presente trabalho.
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4.2.1 Massas pro-embrionarias (MPE)

Apos o pré-tratamento com FLD, as concentragdes de frutose, glicose e
sacarose aumentaram diferindo estatisticamente do conteudo enddgeno
verificado na cultura embrionaria nao tratada (Figura 4). A glicose apresentou
maior aumento, de 0,108 mg.g™' na cultura embrionaria para 9,17 mg.g™" ap6s o
pré-tratamento com FLD (Figura 4). Observa-se que a medida que os teores de
glicose aumentaram nas MPE apds o pré-tratamento com FLD também se
elevaram os teores de amido identificados pela analise histoquimica. O amido é
um polissacarideo constituido de amilose e amilopectina que sofre degradagao
durante a noite. O resultado final da degradagdo do amido dentro da célula € uma
molécula de glicose e uma de maltose, que correspondem a duas bombas no
envelope do cloroplasto (TAIZ & ZEIGER, 2013). Desta forma o inibidor de
producdo de ABA utilizado (FLD) pode ter estimulado a producdo dos
carboidratos glicose e maltose e dentro das células ter ocorrido a fuséo e
formacgao dos grédos de amido, ou a molécula do amido pode ter sofrido quebra e
entdo aumentado a concentragao interna de maltose e mais expressivamente da
glicose.

A maltose foi o agucar encontrado em menor concentracdo apdés o pré-
tratamento com FLD, seguido da sacarose (Figura 4). Os baixos niveis de
sacarose na fase de proliferacdo estdo de acordo com os resultados obtidos por
Lipavska et al. (2000) na embriogénese somatica de P. abies (L.) Karst.. A
sacarose € um agucar de armazenamento temporario em células vegetais, e que
provavelmente foi quebrada em glicose e frutose, por enzimas exdégenas
(NGRGAARD, 1997).
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Figura 4. Contetdo de acucares endégenos determinado em HPLC em mg.g™' de
massa fresca na cultura embrionaria 91002 de Araucaria angustifolia. Controle:
cultura multiplicada em meio BM, e FLD: cultura pré-tratada por 4 semanas no
meio basal DKM suplementada com 30 yM de FLD. A analise de variancia foi feita
individualmente para cada agucar, portanto médias seguidas de letras diferentes
apresentam diferenga estatistica, de acordo com o teste SNK (p<0.05). Barras na
horizontal a cima da coluna corresponde ao desvio padrao. CVsacarose = 21,44%
CVmaltose = 43,91% CViutose = 40,36% CVgiicose = 24,44%, n=3.

4.2.2 Transicdo entre MPE a embribes somaticos iniciais

As MPE que passaram pelos tratamentos de pré-maturagcio
suplementados com a fonte de carbono lactose ndo apresentaram conteudo
endbégeno de sacarose, sendo a maior taxa encontrada no tratamento com
maltose (9%) mais PEG (7%) numa concentracdo de 2,12 mg.g” (Figura 5).
Lipavska et al. (2000) observaram, para P. abies (L.) Karst., que a concentragao
de sacarose comparada aos outros carboidratos foi maior nos meios de cultura
que continham PEG, porém para as MPE de A. angustifolia (Bert.) O. Kuntze a
utilizacdo do PEG teve efeito contrario, sendo a sacarose o agucar menos
presente nas culturas embrionarias nesta etapa.

Os conteudos de maltose n&o diferiram estatisticamente entre os dois

tratamentos suplementados com este carboidrato, porém ambos tratamentos que
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continham lactose (9%) tiveram o conteudo de maltose bastante elevado
atingindo 87,66 mg.g™' no tratamento de lactose (9%) mais PEG (7%), visto que o
tratamento com maltose (9%) e PEG (7%) apresentou MPE com 37,40 mg.g™
desse carboidrato (Figura 5).

Nao ha relatos descrevendo como é realmente e se ocorre a absor¢ao de
lactose por células vegetais, porém este € mais um trabalho que confirma que
algum suprimento de carboidrato para célula existe, pois as MPE continuavam a
proliferar sem oxidagéo e trazendo bons resultados morfologicos, o que também
foi observado por Castro et al. (2010) e Kunitake et al. (1991) em laranja lima.
Para Schuller & Reuther (1993) e Vookova et al. (1998), a lactose foi a unica fonte
de carbono que estimulou a formacdo de embrides nas fases finais do
desenvolvimento de Abies alba Mill.

De acordo com a analise histoquimica nesta fase da rota, observou-se um
aumento na quantidade de amido nas MPE pré-maturadas com maltose, o que
pode estar relacionado a constituicdo dos grédos de amido ser de maltose e
glicose. Nos tratamentos de pré-maturacdo com lactose também houve a
presenga de grédos de amido, porém em menor propor¢ao o que leva a refletir
sobre de que forma este carboidrato estd sendo assimilado pelas células da
cultura embrionaria de A. angustifolia (Bert.) O. Kuntze.

A frutose foi identificada nas MPE de todos os tratamentos de pré-
maturagcdo sendo que no suplementado com lactose (9%) apresentou a maior
concentragdo com 6,58 mg.g'1 do carboidrato, diferindo estatisticamente dos
outros tratamentos (Figura 5). Os tratamentos com maltose (9%) e maltose (9%)
mais PEG (7%) tiveram uma menor concentracdo de frutose enddgena néo
diferindo entre si. A glicose foi mais presente no meio com maltose (9%) e menos
em lactose (9%) mais PEG (7%).
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Figura 5. Contetido de acucares endégenos determinado em HPLC em mg.g™' de
massa fresca na transigcdo de massas pro-embrionarias de A. angustifolia para
embrides somaticos iniciais. Os tratamentos de pré-maturagcado sido constituidos
do meio de cultura DKM suplementado com: 9% de maltose (M9), 9% de maltose
e 7% de PEG (M9P7); 9% de lactose (L9); 9% de lactose e 7% de PEG (L9P7). A
analise de variancia foi feita individualmente para cada acgucar, portanto médias
seguidas de letras diferentes apresentam diferenca estatistica, de acordo com o
teste SNK (p<0.05). Barras na horizontal a cima da coluna corresponde ao desvio
padréo. CVsacarose = 50.24 % CVmaitose = 14,51% CVitose = 12,8% CVincose =
10,85% n=3.

4.2.3 Embrioes somaticos iniciais

O ABA é considerado o horménio de maior importancia durante a fase mais
tardia da embriogénese. Portanto, qualquer mudanga no seu nivel é determinante
para o progresso de maturacdo dos embrides (LIPAVSKA & KONRADOVA,
2004). A maioria das culturas embrionarias de coniferas requerem ABA para que
ocorra a maturagdo adequada dos embrides somaticos (DURZAN & GUPTA,
1987; HAKMAN & VON ARNOLD, 1985; BECWAR et al., 1990).

No presente trabalho, os conteudos endégenos de agucares dos embrides
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somaticos iniciais dos dois tratamentos de maturagao tiveram o mesmo padréo,
como se observa na Figura 6.

A concentragdo de frutose foi mais alta nas MPE pré-maturadas com
lactose que diferiram estatisticamente daquelas suplementadas com maltose
(Figura 6 A,B). Observa-se um aumento no conteudo de glicose da etapa de pré-
maturagcado para a maturagao, sendo que as MPE pré-maturadas com lactose
(9%) diferiram estatisticamente dos outros tratamentos em ambos os meios de
maturacao, sendo que no suplementado com 30 uM de ABA apresentou conteudo
de 22.18 mg.g™" (Figura 6A) e com 60 uM, 21.37 mg.g™" (Figura 6B).

Apo6s os tratamentos de maturagdo com ABA os embrides somaticos
iniciais que passaram pelos tratamentos de pré-maturacdo com lactose (9%) e
lactose (9%) mais PEG (7%) ainda apresentavam concentragdo estatisticamente
maior de maltose, porém iniciando uma diminuicido deste conteudo, que levou a
valores proximos aos encontrados nas MPE pré-maturadas com os dois
tratamentos de maltose. Os embrides iniciais obtidos na maturagao vindos da pré-
maturagdo com maltose apresentaram nesta etapa conteudos enddgenos de
maltose muito semelhantes aos observados na pré-maturacéo.

Segundo Lipavska & Konradova (2004) ha uma gradativa diminuicdo dos
conteudos de amido e de proteinas enddgenas caracteristico da fase de
maturacdo na embriogénese somatica de coniferas. O que se observa em A.
angustifolia (Bert.) O. Kuntze é que mesmo com os conteudos endbégenos de
maltose diminuindo nesta fase para os tratamentos de pré-maturagao com lactose
e estabilizando nos suplementados com maltose, ainda assim foi observado pela
analise histoquimica que a quantidade dos grdos de amido estava no mesmo
padrao de quantidade identificado nos tratamentos das etapas anteriores. O teor
de amido e a concentragdo enddégena de maltose podem estar correlacionados,
uma vez que o amido é constituido de uma molécula de maltose e outra de
glicose.

A sacarose manteve-se em baixas concentragdes, mas aumentou em
relacdo aos tratamentos de pré-maturacdo. Os tratamentos de pré-maturacao
suplementados com lactose (9%) apresentaram sacarose nula nas MPE, e apos
os tratamentos de maturagcdo as concentragdes aumentaram. As MPE pré-

maturadas em maltose (9%) e PEG (7%) e submetidas ao tratamento de
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maturagdo com ABA 60 M chegaram a um teor de sacarose de 2,81 mg.g”, o
mais elevado observado entre os tratamentos de maturagcédo (Figura 6B). Este
progressivo aumento do conteudo de sacarose durante a rota do desenvolvimento
do embrido somatico ja foi observado em outros trabalhos e esta de acordo com o
pressuposto de que a maturacdo esta relacionada com o armazenamento e
acumulacao de material dentro das células (ROBERTS et al., 1990,. ATTREE et
al., 1992).

O comportamento geral dos sacarideos encontrados na analise demonstra
que durante toda a rota do desenvolvimento estabelecida para A. angustifolia
(Bert.) O. Kuntze os conteudos aumentaram de forma diferente, o que ja havia
sido constatado com o experimento de Lipavska et al. (2000) com P. abies (L.)
Karst., que observou o aumento significativo do conteudo de agucares soluveis
totais logo na primeira semana apos a transferéncia da proliferagcdo para o meio

de maturacgao.
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Figura 6. Contetido de acucares endégenos determinado em HPLC em mg.g™' de
massa fresca em embrides somaticos iniciais de A. angustifolia. Os tratamentos
de maturacao sao constituidos do meio de cultura DKM com 9% de maltose e 7%
de PEG, sendo o primeiro suplementado com 30 uM de ABA e o segundo com 60
UM de ABA e 1.5g.L" de carvdo ativado. A andlise de variancia foi feita
individualmente para cada agucar, portanto médias seguidas de letras diferentes
apresentam diferenga estatistica, de acordo com o teste SNK (p<0.05). Barras na
horizontal a cima da coluna corresponde ao desvio padr&o. A) CVgacarose = 47,75%
CVmaitose = 9,1% CVirtose = 17,87% CVyicose = 47,75%. B) CVsacarose = 25,68%
CVmaitose = 14,23% CVirutose = 9,69% CVyiicose = 20,28% n=3.
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5. CONCLUSAO

As culturas embrionarias de A. angustifolia (Bert.) O. Kuntze produziram
abundantes MPE |, Il e lll e aquelas submetidas ao FLD (30 yM) produziram mais
MPE Il e com maior quantidade de CS. Os carboidratos frutose, sacarose e
glicose tiveram suas concentragdes aumentadas na cultura embrionaria apds o
pré-tratamento com FLD, sendo que a glicose foi o agucar que apresentou maior
aumento, o que pode estar relacionado a uma maior produgéo de graos de amido.

Todos os tratamentos de pré-maturagcao foram capazes de induzir a
transicado das massas pré-embrionarias para embrides somaticos iniciais, sendo
que as MPE pré-maturadas com PEG tiveram a transicdo para embrides
somaticos iniciais mais acelerada. O tratamento com maltose (9%) e PEG (7%)
obteve os melhores resultados morfolégicos caracterizados por um compacto
grupo de CE e CS alongadas.

A analise histoquimica identificou maior quantidade de grédos de amido nas
células dos tratamentos com maltose e a distribuicdo destes componentes de
reserva estava em maior quantidade nas CS e em menor ocorréncia nas CE.
Além disso, o0 uso do PEG no meio de cultura nao interferiu na quantidade da
produgao de graos de amido para todos os tratamentos.

As MPE que passaram pelos tratamentos de pré-maturagéo
suplementados com a fonte de carbono lactose ndo apresentaram conteudo
endégeno de sacarose, porém estes foram os tratamentos com maiores
concentragbes de maltose, diferindo estatisticamente dos tratamentos de pré-
maturagao suplementados com maltose.

A frutose foi identificada nas MPE de todos os tratamentos de pré-
maturacdo sendo que o que continha lactose (9%) apresentou a maior
concentracao do carboidrato. A glicose foi mais presente no meio com maltose
(9%) e menos em lactose (9%) mais PEG (7%).

Os tratamentos de maturagcao apresentaram resultados que nao diferiram
entre si. Tanto o tratamento com 30 uM e o com 60 uM de ABA possibilitaram a
formagao de embrides iniciais, mantendo a concentragao de amido identificada na
etapa de pré-maturacdo. Ambos tratamentos apresentaram aumento na

concentracdo dos agucares endoégenos sacarose, maltose, frutose e glicose em
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relagao ao identificado nas etapas que o precederam. A concentracdo da maltose
diminuiu nas MPE tratadas na pré-maturacdo com lactose e havendo um leve

aumento da concentracdo de sacarose em todos os tratamentos.
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