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RESUMO

A Araucaria angustifolia € uma conifera subtropical nativa do Brasil. A sua intensa
exploracdo nas ultimas décadas a levou a uma categoria de ameaga como espécie em
perigo critico de extin¢do pela IUCN. Assim, estratégias de conservacdo sdo requeridas,
dentre elas destaca-se a possibilidade de emprego da embriogénese somaética, como
ferramenta biotecnoldgica para a multiplicacdo em massa. O protocolo de
embriogénese somatica para essa espécie encontra-se parcialmente desenvolvido junto
ao Laboratorio de Fisiologia do Desenvolvimento e Genética Vegetal do CCA/UFSC,
sendo seu limitante o processo de maturagdo das culturas embriogénicas. Em outras
espeécies, foram descritas melhores taxas de formacdo e maturacdo de pro-embrides e
embribes viaveis por meio da suplementacdo do meio de cultura com glutationa
reduzida (GSH). Sabe-se também que o 6xido nitrico (NO) atua como sinalizador em
processos como a germinagdo de sementes e divisdo celular, sendo, no caso da A.
angustifolia, possivelmente, um dos responsaveis pela polarizacdo dos pré-embrides.
Dessa forma, o presente trabalho visou avaliar a influéncia da suplementacdo do meio
de cultura semi sélido e suspensdo celular de pré-maturacdo de culturas embriogénicas
de A. angustifolia com glutationa reduzida (0,01; 0,1; 1; 5 mM), glutationa dissulfeto
(0,1 mM) e butionina sulfoximina (0,1 mM) no contetdo enddgeno de NO, no NO
extracelular liberado ao meio de cultura, nas caracteristicas morfoldgicas, no contetdo
enddgeno de poliaminas (PA) e no processo de maturagdo dos embriGes somaticos. A
suplementacdo dos meios de cultura de pré-maturacdo com GSH apresentou influéncia
direta no contetdo enddgeno de NO e no desenvolvimento dos pro-embriGes de A.
angustifolia. Destacando os tratamentos com GSH (0,01 e 0,1 mM), que resultaram em
um aumento de pelo menos 4x no nimero de pré-embrides formados. O tratamento com
5 mM de GSH na pré-maturacao resultou na formacéo de embriGes globulares com alto
contetdo endégeno de NO no apice embrionario. No entanto, as culturas embriogénicas

resultaram na formacéo de embrides torpedo anormais quando submetidas a maturacao.



1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Araucaria angustifolia

Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze é uma conifera subtropical da familia
Araucariaceae, conhecida como araucaria, pinheiro do Parana ou pinheiro brasileiro. A
familia Araucariaceae engloba cerca de 40 espécies, dividas em trés géneros: Araucaria,
Agathis e Wollemia (CODRINGTON et al., 2005). O género Araucaria conta com 19
espécies somente no hemisfério sul, das quais duas sdo oriundas da América do Sul,
sendo elas A. angustifolia (Brasil e Argentina) e A. araucana (Argentina e Chile)
(MATTOS, 1994).

A A. angustifolia pode ser encontrada em uma vasta area do planalto sul
brasileiro, em regides acima de 500m e entre 18° e 30° de latitude Sul. Sua ocorréncia é
predominante nos estados do sul do Brasil e alguns pontos descontinuos no sudeste,
além de pequenas manchas existentes na Argentina, (extremo nordeste) e no leste do
Paraguai (MATTOS, 1994).

Essa espécie é a gimnosperma nativa de maior importancia econémica do Brasil.
Devido a sua alta qualidade de madeira, resina e uso das sementes para a alimentacao, a
A. angustifolia sofreu uma grande exploracdo nas Ultimas décadas. Essa exploracdo
levou ao desenvolvimento de diversas regifes do sul do pais, porém foi realizada de
forma predatoria, seja do ponto de vista social, econémico ou ecoldgico (GUERRA et
al., 2008). Com isso as populacdes naturais desta espécie ficaram limitadas a valores em
torno de 2% da sua extensao original (GUERRA et al., 2008). Esses fatores levaram a
A. angustifolia a ser classificada como espécie em perigo de extin¢do na lista brasileira
de espécies ameacadas (BRASIL, 2008) e em perigo critico de extingdo segundo
listagem da IUCN (IUCN, 2011).

Porém, mesmo apds a inclusdo da A. angustifolia na lista oficial de espécies
brasileiras ameacadas de extingdo, remanescentes florestais com esta espécie continuam
a ser explorados (STEFENON et al., 2009). Neste contexto, a A. angustifolia é uma das
especies nativas do Brasil com grande potencial para estudos que auxiliem sua
conservacao genética através do estabelecimento de cole¢des de germoplasma in situ e
ex situ (GUERRA et al., 2008).



Dentre as tecnologias que visam a conservacdo e melhoramento genético de
espécies vegetais destaca-se a embriogénese somaética, ferramenta importante e de larga
aplicacdo para a conservacédo da biodiversidade e programas de melhoramento.

1.2. Embriogénese somatica

A embriogénese somética (ES) é um processo pelo qual células somaticas
mitoticamente quiescentes podem recuperar seu potencial embriogénico e originar
novos embrides viadveis através da reprogramacdo da expressao génica (MARSONI et
al., 2008).

Existem duas formas diferentes para a inducdo da embriogénese somatica: a
embriogénese somatica direta, onde ocorre uma minima proliferacdo de tecido
desorganizado precedindo a formacéo de embriGes, e a embriogénese somatica indireta,
onde calos se proliferam antes da formag&o do embrido (SHARP et al., 1980).

Os calos embriogénicos sdo formados por massas proembrionarias (PEMs). A
partir das PEMs os processos de formacdo, maturacdo, dessecacdo e regeneracdo Sao
obtidos (von ARNOLD et al., 2002).

A regeneracdo de plantas via embriogénese somatica inclui cinco principais
etapas: iniciacdo das culturas embriogénicas a partir da inoculacdo de um explante
primario em meio de cultura, em geral, suplementado com fitorreguladores,
principalmente auxinas e citocininas; multiplicacdo das culturas embriogénicas em meio
de cultura liquido ou sélido, na maioria das vezes suplementado com fitorreguladores,
principalmente auxinas e citocininas; pré-maturacdo dos embrides soméaticos em meio
de cultura sem fitorreguladores, visando inibir a multiplicacdo e estimular diferenciacédo
celular; maturacdo dos embrides somaticos em meio de cultura suplementado com ABA
e com alto potencial osmotico; desenvolvimento das plantulas em meio de cultura sem
fitorreguladores (von ARNOLD et al., 2002)

A propagacdo de diversas espécies florestais tem sido realizada com sucesso por
esse processo, principalmente as espécies do género Picea (LI et al., 2008). Porém, as
gimnospermas sdo, em geral, mais recalcitrantes a propagagéo in vitro que a maioria das
angiospermas e plantas herbaceas (von ADERKAS & BONGA 2000). Em decorréncia
disso, as culturas embriogénicas de gimnospermas tém sido obtidas, em sua maioria, de
embrides imaturos e jovens. (STASOLLA et al., 2002).



Para a A. angustifolia, 0o processo béasico de embriogénese somatica é
caracterizado pela inducdo de culturas embriogénicas, originadas a partir do pice do
embrido zigdtico cultivado in vitro em presenca ou ndo de auxinas e citocininas,
resultando na formacdo de pro-embriGes que caracterizam 0s estagios iniciais da
embriogénese. A formacédo de embriGes somaticos é estimulada quando sinais quimicos
de ajuste osmotico (Polietilenoglicol e maltose) e hormonal (ABA) séo fornecidos aos
pré-embrides durante a etapa de maturacdo (dos SANTOS et al., 2002).

Atualmente, em algumas linhagens celulares pode ser observada a formacéo de
poucos embrides globulares, que raramente evoluem para estagios de desenvolvimento
torpedo e pré-cotiledonar. Assim, embora uma série de avangos tenha sido gerada até o
momento, a regeneracdo de plantulas por esta rota morfogenética ainda ndo foi obtida
por completo. Apenas embrifes em seu estadio de desenvolvimento inicial tém sido
formados, sendo o processo de maturacdo dos embrides o atual limitante da técnica
(SANTOS et al., 2008; ANDRADE, 2010).

1.3. Glutationa como moduladora da embriogénese somatica

A glutationa reduzida (GSH) é um tripeptideo tidlico formado pelo &cido
glutdmico, cisteina e glicina (y-glu-cys-gly) que pode ser encontrado na grande maioria
das células de eucariotos e procariotos (NOCTOR et al., 1998). Sabe-se que nas células
de plantas a concentracéo intracelular de glutationa gira em torno de 2-5 mM (FOYER
& NOCTOR, 2005). Mais especificamente, no estroma do cloroplasto essa
concentracdo esta proxima de 5 mM (NOCTOR et al.,1998)

A sintese da GSH conta com duas principais etapas ATP-dependentes,
catalisadas pela y-glutamilcisteina sintetase e glutationa sintetase, culminando na
formacédo da y-glutamilcisteina e posteriormente da GSH (Fig. 1).

Em muitas reacbes bioquimicas, a GSH age como um agente redutor, essa
capacidade redutora € determinada pela presenca do grupamento —SH na cisteina. Um
exemplo disso € a enzima Glutationa Peroxidase (GPX), que usa a GSH como doador
de elétrons para reducdo do H,0O, a H,0, auxiliando na desintoxicacao da célula. Apds
doar um elétron, a GSH em si se torna reativa (GS’), porém, devido a alta concentragéo
de sua molécula encontrada na célula, rapidamente a GS' reage com outra GS,
formando, através de uma ponte dissulfeto, a glutationa oxidada (GSSG) (HARMAN et
al., 1986; NOCTOR & FOYER, 1998; FOYER & NOCTOR, 2011). Dessa forma, a
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GSH exerce um importante papel na manutencao do equilibrio redox da célula (FOYER
& NOCTOR, 2005).
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Fig 1. Biosintese da Glutationa reduzida a partir de seus aminoacidos constituintes. (Adaptado de
NOCTOR & FOYER, 1998; NOCTOR et al., 1998).

Nos ultimos anos, tem sido relatada a influéncia do estado redox na morte
celular, defesa contra patdgenos e resposta contra estresse abidtico (DOYLE,
DIAMOND & MCcCABE, 2010; FOYER & NOCTOR 2005; MEHDY, 1994;
SCHUTZENDUBEL & POLLE, 2002). Porém, dentre os inimeros antioxidantes
presentes na célula, a razdo GSH/GSSG é o principal indicador utilizado para avaliacdo
biolégica do organismo através do estado redox (SCHAFER & BUETTNER, 2001,
STASOLLA, 2010).

Estudos in vitro tém sido realizados a fim de ser obter dados com maior
fidelidade dessas alteracfes, visto que 0s ensaios sdo realizados em ambiente controlado
(STASOLLA, 2010). No caso de cultura de tecidos, hd ainda a vantagem da
possibilidade da avaliacdo das implicacGes da adicdo de compostos ao meio de cultura
no mecanismo redox (STASOLLA, 2010).

Em diversas espécies de plantas foi observada a influéncia da GSH na diviséo e
diferenciacdo celular (EARNSHAW & JOHNSON, 1985; HENMI et al.,, 2001;
BELMONT et al., 2005a; BELMONT et al., 2006). Em estudos realizados com Picea
glauca, foi demonstrado que a manipulacdo da razdo GSH/GSSG, através da
suplementacdo do meio de cultura com GSH e GSSG, apresentou efeitos na quantidade

e qualidade dos embrides somaticos gerados. Sendo que, no desenvolvimento inicial, a



suplementacdo do meio de cultura com GSH resultou em um aumento na proliferacdo
dos pré-embribes. A inversdo da razdo GSH/GSSG apds esse desenvolvimento inicial
dos embrifes imaturos, através da suplementacdo do meio de cultura com GSSG,
resultou em um maior nimero de embrides normais (BELMONT & YEUNG, 2004).

O processo de inversdo da razdo GSH/GSSG ocorre também durante os
processos da embriogénese zigoética, o que pode ser observado em espécies como
Brassica napus e Picea glauca (BELMONT et al., 2005b; STASOLLA et al., 2008).

Aliado a alta relacdo GSH/GSSG necessaria no inicio do desenvolvimento de
embrides de coniferas, sabe-se que a presenca de NO nas células embriogénicas pode
ser responsavel pela manutencdo da polarizacdo dos pro-embrides (SILVEIRA et al.,
2006). No entanto, ainda ndo foi elucidado se ha relacdo entre os beneficios gerados
pela suplementacdo do meio de cultura de maturacdo de culturas embriogénicas de
coniferas com GSH e o contetdo endogeno de NO. A GSH, na presenca de oxigénio,
pode formar o complexo GSNO, juntamente com 0 NO (DURZAN, 2002, KESZLER,
ZHANG & HOGG, 2010). O GSNO é de facil difusdo dentro do sistema celular,
servindo como transportador do NO de meios/tecidos ricos em oxigénio para tecidos
pobres em oxigénio (DURZAN, 2002; ZHANG & HOGG, 2005).
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2. INTRODUCAO

Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze é uma conifera nativa do Brasil de alto
potencial econdmico, visto que, é possivel a exploracdo da sua madeira, resina e
sementes para alimentacdo humana. Essas caracteristicas levaram a uma intensa
exploragdo da espécie nas Ultimas deécadas, que resultou na inclusdo da espécie na lista
oficial de espécies brasileiras ameagadas de extincao.

Neste contexto, a A. angustifolia é uma das espécies nativas do Brasil com
grande potencial para estudos que auxiliem sua conservacdo genética através do
estabelecimento de cole¢des de germoplasma in situ e ex situ.

Assim, o Laboratério de Fisiologia do Desenvolvimento e Genética Vegetal, sob
coordenacao do Prof. Miguel Pedro Guerra, vem realizando, nos ultimos anos, estudos
relacionados a técnicas de conservacdo para essa espécie. Dentre elas destaca-se a
embriogénese somatica.

O processo basico de embriogénese somatica em A. angustifolia é caracterizado
pela inducdo de culturas embriogénicas a partir embrido zigotico, resultando na
formacdo de pro-embrides que caracterizam 0s estagios iniciais da embriogénese. A
formacdo de embriGes somaticos € estimulada por sinais quimicos de ajuste osmotico
(Polietilenoglicol e maltose) e hormonal (ABA) durante a etapa de maturagdo. Porém,
embora uma série de avancos tenha sido gerada até o momento, a regeneracdo de
plantulas por esta rota morfogenética ainda ndo foi obtida por completo. Apenas
embribes em seu estadio de desenvolvimento inicial tém sido formados, sendo o
processo de maturacdo dos embrifes o atual limitante da técnica.

Sabe-se que o sucesso de um protocolo de embriogénese somatica esta ligado,
em grande parte, as questdes relacionadas ao meio de cultura utilizado. Assim, em
outras diversas espécies, tem-se observado que a suplementagdo do meio de cultura com
compostos antioxidantes, como a glutationa reduzida, tem sido um ponto chave no
aprimoramento de protocolos de pré-maturacdo e maturagéo.

Em estudos realizados com Picea glauca, foi demonstrado que a manipulacéo da
razdo GSH/GSSG, através da suplementagdo do meio de cultura com GSH e GSSG,
apresentou efeitos na quantidade e qualidade dos embrifes somaticos gerados.
(BELMONT et al., 2005b; STASOLLA et al., 2008).

Aliado a alta relagdo GSH/GSSG que tem sido apontada como necessaria no

inicio do desenvolvimento de embrides de coniferas, sabe-se que a presenga de NO nas
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células embriogénicas pode ser responsavel pela manutencdo da polarizagdo dos pro-
embrides (SILVEIRA et al., 2006). No entanto, ainda ndo foi elucidado se h& relacéo
entre os beneficios gerados pela suplementacdo do meio de cultura de maturacdo de

culturas embriogénicas de coniferas com GSH e o conteddo enddgeno de NO.
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3. OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia da suplementacdo do meio de cultura de pré-maturacéo de
culturas embriogénicas de A. angustifolia com diferentes concentracfes de glutationa
reduzida, glutationa dissulfeto (GSSG) e butionina sulfoximina (BSO) em aspectos

bioquimicos e morfologicos das culturas embriogéncias.

3.1. Objetivos Especificos

e Submeter culturas embriogénicas de A. angustifolia aos tratamentos de pré-
maturacdo em sistema de suspensdo celular e em meio de cultura semi-solido
suplementados com GSH (0,01; 0,1; 1 e 5 mM), GSSG (0,1 mM) e BSO (0,1
mM);

e Quantificar o contetdo enddégeno de NO nas culturas embriogénicas em ambos
0s sistemas testados;

e Auvaliar a morfologia das culturas em ambos 0s sistemas testados;

e Quantificar o NO extracelular liberado ao meio de cultura pelas culturas
embriogénicas em sistema de pré-maturacdo semi-solido;

e Quantificar o conteudo enddgeno das poliaminas livres putrescina, espermidina
e espermina durante a pré-maturacdo no tratamento que apresentar melhor
resposta morfoldgica;

e Avaliar o desempenho das culturas embriogénicas do tratamento que apresentar
melhor resposta morfolégica na maturacdo através de dupla coloracdo com

Carmim acético e Azul de Evans.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Inducéo e manutencéo das culturas embriogénicas

Foi realizada a inducédo de culturas embriogénicas segundo metodologia descrita
por dos Santos et al. (2002). As pinhas foram coletadas, em dezembro de 2008, de uma
populacdo natural de A. angustifolia da cidade de S&o Joaquim — SC. Nessa época, 0s
embrides ainda estdo imaturos, no estadio globular, ideal para a indugdo das culturas
embriogénicas (CE).

Imediatamente apds a chegada do material ao Laboratério de Fisiologia do
Desenvolvimento e Genética Vegetal - CCA/UFSC foi realizada a assepsia dos pinhdes
com élcool etilico a 70% por 10 minutos e hipoclorito de sédio 40% por 20 minutos,
seguida pela e triplice lavagem com agua destilada autoclavada.

Os embrides imaturos foram excisados em cadmara de fluxo e inoculados em
placas de petri contendo 25 ml de meio de cultura BM (GUPTA & PULMAN, 1991)
suplementado com L-glutamina (1g.L-1), mio-inositol (1g.L-1) e caseina hidrolisada
(0,5g.L-1). O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8 antes da adi¢cdo de Phytagel®
(2,0g.L-1). Os compostos organicos foram filtro-esterelizados e adicionados ao meio de
cultura ap6s a autoclavagem a 121 °C for 15 min. Em seguida, as placas foram
incubadas no escuro a 25 + 2°C.

Foi selecionado um dos calos em que se observou a presenca de estruturas com
potencial embriogénico através da dupla coloracdo com Carmin Acético (2%) e Azul de
Evans (0,1%) de acordo com metodologia descrita por Durzan (1988).

O calo selecionado foi transferido para biorreatores de imersdo permanente
(aparato de Steward) contendo 150 ml de meio de cultura MSG (BECWAR, 1989)
suplementado com I-glutamina (1,46 g.I™), sacarose (30 g.I') e pH ajustado para 5.7. Os
frascos de suspensao celular foram incubados no escuro, sob agitacdo na horizontal (60
rpm) e temperatura de 24° C (x 2° C). A cada 20 dias foram realizadas repicagens para
novos frascos, mantendo-se a concentragédo de 2 g de CE / 150 ml de meio de cultura.

Apo0s a obtencdo de material vegetal suficiente para realizagcdo dos posteriores
experimentos, uma parte do material foi mantida na suspensdo celular e outra

transferida para meio de cultura MSG suplementado de I-glutamina (1,46 g.I™), sacarose
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(30 g.I""), Phytagel (2,0 g.I"™) para posteriores experimentos. Em ambos os casos, foram

realizados subcultivos a cada 20 dias.
4.2. Pré-maturacao das CE em suspensao celular

As CE foram submetidas a tratamentos de pré-maturacdo em suspenséao celular
com meio de cultura MSG bésico suplementado com I-glutamina (1,46 g.L™), maltose
(90 g.L'™Y), polietilenoglicol (70 g.L ™) em diferentes tratamentos de GSH (0,01; 0,1; 1,0
e 5,0 mM), BSO (0,1 mM), GSSG (0,1 mM) e controle.

Para tanto, foi realizada a filtragem das CE da suspensdo celular com peneira
para dissociacgdo celular (Sigma S1145, em malha 150 puM). O material retido na peneira
foi pesado em aliquotas de 100 mg e inoculado em placas de culturas de células de 12
pocos. A cada poco foram adicionados 2 ml de meio de cultura de pré-maturacao
contendo diferentes tratamentos. Foram inoculados 3 pogos de cada tratamento para
cada tempo de coleta. As placas foram mantidas no escuro, em mesa agitadora
horizontal (80 rpm) a 24° C ( £ 2).

As coletas para visualizacdo de oxido nitrico (NO) e analise morfoldgica foram

realizadas nos dias 0, 7, 14 e 21 a partir da incubacéo.

4.2.1. Visualizacdo de 6xido nitrico

A visualizacdo de NO foi realizada de acordo com metodologia descrita por
Silveira et al. (2006) com pequenas modificagdes. O reagente DAR-4M AM (Alexis),
permeavel a parede celular, foi utilizado como marcador pra quantificacdo intracelular
de NO.

Aliquotas de 1 ml de suspensdo celular de cada poco foram pipetadas para uma
nova placa de cultura de células. As placas foram mantidas no escuro, em mesa
agitadora horizontal (80 rpm) durante 30 min para estabilizagdo das CE. Em seguida, foi
adicionado a cada poco 1,5 pl de solucdo estoque de DAR-4M AM (5 mM). Apds 2
horas de incubacgédo as CE foram lavadas com o meio de cultura contendo 0s mesmos
tratamentos aos quais foram submetidas na pré-maturacdo e preparadas para
visualizacdo em microscopio de fluorescéncia Axioplan-Zeiss (Carl Zeiss, Alemanha).
Foram utilizados os comprimentos de onda de 450-490 nm para excitacdo e 500 nm
para emissao. Foram capturadas 7 fotos representativas de cada tratamento, em campo

claro e com os filtros para efeitos de comparagdo posterior. A intensidade da
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fluorescéncia foi medida com o auxilio do software AxioVisionLE 4.8 (Carl Zeiss,

Alemanha).

4.2.2. Analise morfoldgica

Foram preparadas laminas contendo aliquotas de 300 ul de cada pocgo das placas
de pré-maturacdo. As laminas foram visualizadas no microscopio Axioplan-Zeiss. Em
cada lamina foi realizada a contagem de prdé-embriGes polarizados e de massas
embriogénicas sem organizacdo. Os resultados foram expressos em % de pro-embrides

polarizados em relacao ao total de estruturas contabilizadas.
4.3. Pré-maturacao das CE em meio de cultura semi-solido

As CE foram submetidas a tratamentos de pré-maturacdo em placas de petri
contendo meio de cultura semi-sélido MSG suplementado com I-glutamina (1,46 g.L™),
maltose (90 g.L™), polietilenoglicol (70 g.L™), carvdo ativado (1,5 g.L™) e Phytagel®
(2,0 g.L™) em diferentes tratamentos de GSH (0,01; 0,1; 1,0 e 5,0 mM), BSO (0,1 mM),
GSSG (0,1 mM) e controle. Foram inoculadas 4 placas por tratamento, cada uma
contendo 3 colbnias de 500 mg de CE. As placas foram mantidas no escuro, a
temperatura de 25° C ( 2).

As coletas para visualizacdo de NO e NO extracelular liberado foram realizadas

nos dias 0, 10, 20 e 30 a partir da incubacao.

4.3.1 Visualizagao de Oxido nitrico

A visualizacdo de NO foi realizada de acordo com metodologia descrita no item
4.2.1 com peguenas modificacdes.

Foram pesadas trés aliquotas de 500 mg de CE de cada tratamento e transferidas
para uma placa de cultura de células contendo 1 ml de meio de cultura igual ao do
tratamento ao qual foram submetidas, porém sem a adicdo de Phytagel®. As placas
foram mantidas no escuro, em mesa agitadora horizontal (80 rpm) durante 30 min para
estabilizagcdo das CE. Em seguida, foi adicionado a cada poco 1,5 pl de solucdo estoque
de DAR-4M AM (5 mM). Apos 2 horas de incubagéo as CE foram lavadas com meio de
cultura contendo os mesmos tratamentos aos quais foram submetidas na pré-maturagéo
e preparadas para visualizacdo em microscopio de fluorescéncia Axioplan-Zeiss (Carl

Zeiss, Alemanha). Foram utilizados os comprimentos de onda de 450-490 nm para
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excitacdo e 500 nm para emissdo. Foram capturadas 7 fotos representativas de cada
tratamento, em campo claro e com os filtros para efeitos de comparagdo posterior. A
intensidade da fluorescéncia foi medida com o auxilio do software AxioVisionLE 4.8

(Carl Zeiss, Alemanha).

4.3.2. Quantificagdo do NO liberado extracelular

A quantificagdo do NO liberado extracelular foi baseada em metodologia
descrita por Silveira et al. (2006). O reagente DAR-4M, impermedavel a parede celular,
foi utilizado como marcador.

Foram pesadas cinco aliquotas de 500 mg de CE de cada tratamento e
transferidas para uma placa de cultura de células contendo 1 ml de meio de cultura igual
ao do tratamento ao qual foram submetidas, porém sem a adicdo de Phytagel®. As
placas foram mantidas no escuro, em mesa agitadora horizontal (80 rpm) durante 30
min para estabilizacdo das CE. Em seguida, foi adicionado a cada poco 1,5 ul de
solucdo estoque de DAR-4M (5 mM). Apos 2 horas de incubacdo, foram pipetados 500
pl da solucdo de incubacdo sem presenca de células das CE para uma microplaca. A
leitura foi realizada em fluorébmetro Chamaleon™V (Hidex) com os filtros de excitacao
540 nm e de emissdo 590 nm. Um controle negativo com meio de cultura sem adicéo de
DAR-4M e outro positivo com adi¢do de DAR-4M, ambos sem adicdo de CE, foram

realizados.

4.3.3. Quantificac@o de Poliaminas livres (PAs)

Foram realizadas coletas aos 15 e 30 dias de cultivo em meio de cultura de pré-
maturacdo para quantificacdo das PAs livres. As coletas foram realizadas dos
tratamentos controle e do tratamento que apresentou melhor caracteristicas
morfoldgicas. A quantificacdo de PAs livres foi baseada em metodologia descrita por
Silveira et al. (2004).

Foram coletadas duas aliquotas de 200 mg de MF de cada tratamento. As
amostras foram maceradas em 1400 uL de &cido perclérico 5% (v/v). O material
macerado foi coletado e incubado no gelo por 1 hora em microtubos de 2 ml.
Posteriormente foi realizada centrifugacéo a 14000 g por 20 min a 4°C. O sobrenadante
foi reservado. O pellet foi ressuspendido em 200uL de PCA 5% e submetido a uma
nova centrifugacdo. O sobrenadante da ultima centrifugacéo foi adicionado ao primeiro

sobrenadante para quantificagéo das PAs livres.
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Foram retiradas aliquotas de 40 pL do sobrenadante coletado. As aliquotas
foram derivatizadas utilizando-se 100 pL de cloreto de dansil (5 mg.mL-1 em acetona),
50 pL de solucdo saturada de NaHCO3 e 20 pL de 1,7-diaminoheptano (DAH). Apdés a
derivatizacdo as amostras foram incubadas no escuro por 50 min a temperatura de 70°C.
O excesso de cloreto de dansil foi transformado em dansil-prolina pela adi¢do de 25 pL
de solucdo de prolina. As amostras foram entdo incubadas no escuro em temperatura
ambiente. As PAs foram particionadas com tolueno e a fase orgénica, contendo as
poliaminas, foi coletada, seca em rotador concentrativo a vacuo (RVC 2-25, Analitica) a
40°C e ressuspendida em 175 pL de acetonitrila (fase mdvel). As quantificagdes das
poliaminas foram realizadas por cromatografia liquida de alta resolucédo (HPLC), sendo
injetados 20 pL de cada amostra em coluna C18 de fase reversa (Shimadzu Shim-pack
CLC ODS). As areas dos picos e tempos de retencdo de cada PA da amostra foram

avaliados por comparacdo com concentracfes conhecidas: Put, Spd, Spm e DAH.

4.3.4. Maturacédo das CE de A. angustifolia
Apds 30 dias de cultivo em meio de pré-maturacdo semi-solido, as

culturas foram transferidas para meio de cultura de maturacdo MSG suplementado com
l-glutamina (1,46 g.L™), maltose (90 g.L™), polietilenoglicol (70 g.L™?), carvdo ativado
(1,5 g.L'Y), ABA (150 puM) e Phytagel® (2,0 g.L™). Foram transferidas as culturas do
tratamento controle e do tratamento que apresentou melhores caracteristicas
morfolégicas durante a pré-maturacdo. Foram inoculadas 3 placas por tratamento, cada
uma contendo 3 coldnias de 500 mg de CE. As placas foram mantidas no escuro, a
temperatura de 25° C (z 2).

Aos 10, 20 e 30 dias de inoculacdo foi avaliada a morfologia das CE de A.
angustifolia através da dupla coloracdo com Carmin Acético (2%) e Azul de Evans
(0,1%) de acordo com metodologia descrita por Durzan (1988).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Quantificacdo de NO

Durante a pré-maturacdo das CE em suspensdo celular, pode-se observar
expressiva queda no conteldo enddgeno de NO nos tratamentos contendo GSH nas
concentracdes de 0,01 e 0,1 mM (Fig. 2).

O tratamento controle, GSH (1 mM), BSO (0,1 mM) e GSSG apresentaram
comportamentos semelhantes, ou seja, aumento no contedo endégeno de NO nos
tempo 7 e 14 dias, seguida por expressiva queda aos 21 dias.

Ja o tratamento com alta concentracdo de GSH (5 mM) apresentou 0s maiores
niveis de NO, em relacdo aos outros tratamentos, durante todo o cultivo. Aos 21 dias,
diferentemente dos outros tratamentos, houve uma queda no conteido endégeno de NO,
essa queda, porém, ndo foi maior do que o contetdo de NO enddgeno encontrado no
tempo 0 (Fig. 2).
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Fig 2. Fluorescéncia relativa do NO intracelular observado no diferentes tratamentos com GSH (0,01; 0,1;
1 e 5 mM), GSSG 0,1 mM e BSO 0,1 mM durante a pré-maturacdo de culturas embriogénicas de A.
angustifolia em suspensdo celular. Valores expressos em fluorescéncia relativa + Desvio Padrdo. Médias
seguidas por letras maitsculas marcam diferencas significativas (p < 0,01) entre os tratamentos. Médias
seguidas por letras minusculas marcam diferengas significativas (p < 0,01) dentro do tratamento nos
diferentes tempos de cultivo. Ambos segundo teste de separacéo de médias SNK.
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As CE submetidas a pré-maturacdo em meio se cultura semi-sélido apresentaram
comportamento semelhante das CE submetidas a pré-maturagdo em suspensdo celular.

Foi avaliado o contetdo endogeno de NO nos tempos 0, 10, 20 e 30 apds a
inoculacdo das CE nos diferentes tratamentos. Pode-se observar que as CE submetidas
aos tratamentos com suplementacdo do meio de cultura com GSH (0,01 e 0,1 mM)
apresentaram diminuigdo no contetdo endogeno de NO (Fig 3).

J& as CE submetidas aos tratamentos contendo GSH (1 e 5 mM), GSSG (0,1
mM) e BSO (0,1 mM) apresentaram comportamento semelhante ao tratamento controle.
Sendo que, o contetdo enddgeno de NO foi sofrendo aumento progressivo durante o

cultivo na pré-maturacéo (Fig. 3).
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Fig 3. Fluorescéncia relativa do NO intracelular observado no diferentes tratamentos com GSH (0,01; 0,1;
1 e 5 mM), GSSG 0,1 mM e BSO 0,1 mM durante a pré-maturacdo de culturas embriogénicas de A.
angustifolia em meio de cultura semi-solido. Valores expressos em fluorescéncia relativa = Desvio
Padrdo. Médias seguidas por letras maitsculas marcam diferencas significativas (p < 0,01) entre os
tratamentos. Médias seguidas por letras mindsculas marcam diferencas significativas (p < 0,01) dentro do

tratamento nos diferentes tempos de cultivo. Ambos segundo teste de separacdo de médias SNK.

Da mesma forma, a quantificacdo de NO liberado ao meio de cultura nos tempos
0, 10, 20 e 30 dias de pré-maturagdo mostrou a diminuicdo nos teores de NO nos
tratamentos contendo GSH (0,01 e 0,1 mM) (Fig 4).
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As culturas submetidas aos tratamentos com GSH (1 mM), GSSG (0,1 mM) e
BSO (0,1 mM) apresentaram um queda no contetido de NO liberado ao meio de cultura
aos 10 dias de inoculacédo, seguido por um aumento aos 20 dias e estabilizacdo aos 30
dias (Fig 4).

Ja as culturas submetidas ao tratamento com GSH (5 mM) apresentou um
progressivo aumento no contelldo de NO liberado ao meio de cultura durante todo o
tempo de cultivo. Sendo aos 20 e 30 dias o tratamento que apresentou maior liberagdo
de NO (Fig 4).
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Fig 4. Fluorescéncia relativa do NO liberado ao meio de cultura observado nos diferentes tratamentos
com GSH (0,01; 0,1; 1 e 5 mM), GSSG 0,1 mM e BSO 0,1 mM durante a pré-maturacdo de culturas
embriogénicas de A. angustifolia em meio de cultura semi-sdlido. Valores expressos em fluorescéncia
relativa + Desvio Padrdo. Médias seguidas por letras maitsculas marcam diferencas significativas (p <
0,01) entre os tratamentos. Médias seguidas por letras mintsculas marcam diferencas significativas (p <
0,01) dentro do tratamento nos diferentes tempos de cultivo. Ambos segundo teste de separacdo de
médias SNK.

Os presentes resultados sugerem que a GSH pode ser utilizada em sistemas
vegetais em baixas concentragdes como um seqlestrador de NO. Mostra também uma
forte relagdo entre a adicdo exdgena de GSH e o contetdo enddgeno e exdgeno liberado
ao meio de cultura de NO.

Sabe-se que na presenca de oxigénio a GSH e o NO formam o complexo S-
nitrosoglutationa (GNSO) (SINGH, HOGG & KALYANARAMAN, 1996). Isso pode
explicar a queda no contetdo endégeno de NO ap6s a adicdo exdgena de GSH, visto
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que o reagente DAR4M — AM ndo possui afinidade pelo GSNO. Segundo Durzan
(2002), o0 GSNO é uma reserva de NO, que pode ser transportada para tecidos com
baixas concentracdes de oxigénio livre para consequente liberagdo do NO, sendo que
esse transporte de NO se mostra essencial no desenvolvimento dos tecidos internos de
sementes.

Curiosamente, o aumento tanto no conteddo endogeno de NO, quando no
conteddo exdgeno de NO, em ambos os sistemas de pré-maturagdo podem ser
explicados pelo fato de que altas concentracbes de GSH aliado a presenca de GSNO
representa uma das principais formas de decomposi¢cdo da GSNO em NO (Singh, Hogg

& Kalyanaraman, 1996).

5.2. Avaliagdo Morfoldgica

5.2.1. Pré-maturacdo em suspensao celular

A suplementacdo do meio de cultura com concentracdes de GSH de 0,01 e 0,1
mM em culturas embriogénicas mantidas em suspensdes celulares resultou na inducao
de polarizacdo das CE. Resultados semelhantes foram encontrados por trabalhos
anteriores com Picea glauca, onde a GSH favoreceu a multiplicacdo dos pro-embrides
(Belmonte et al., 2005).

A estimativa da porcentagem de pré-embrides polarizados durante a pré-
maturacdo das CE foi realizada contabilizando-se o nimero de estruturas embriogénicas

desorganizadas (Fig 5A) e de pré-embrides polarizados (Fig 5B).

L 2

Fig 5. A — Complexos celulares suspensor-embrionarios de A. angustifolia sem aparente polarizacéo. B —

Pro-embrido de A. angustifolia polarizado. Barra = 100 uM.
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Aos 7 dias de cultivos foi observada a presenca de 35% de pro-embrides
polarizados (Fig. 6) nos tratamentos suplementados com GSH 0,01 e 0,1 mM. Houve
um expressivo aumento na polarizagdo dos embrides, visto que os demais tratamentos,
incluindo o controle, ndo passaram de 8% de pro-embrides polarizados.

Ja aos 14 e 21 dias de cultivo, as CE dos tratamentos 0,01 e 0,1 mM
apresentaram uma expressiva queda no conteudo enddgeno de NO, juntamente com a
“despolarizag@o” das estruturas (Fig. 10C). O que pode ser explicados por trabalhos
anteriores realizados em CE de A. angustifolia, que apontaram a presenca de NO nas
células embriogénicas como um possivel responsavel pela manutencdo da polarizagdo

dos pré-embrides sométicos (Silveira et al., 2006).
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Fig 6. Porcentagem de pro-embrides polarizados nas CE de A. angustifolia submetidas a diferentes
tratamentos de pré-maturacdo em suspensao celular, sendo eles: GSH (0,01;0,1;1;5 mM), GSSG (0,1
mM) e BSO (0,1 mM) aos dias 0, 7, 14 e 21 apds a inoculagdo das CE.

Dessa forma, o aumento da GSH se mostrou favoravel ao desenvolvimento
inicial dos pro-embrides de A. angustifolia. Porém, a manutencdo das culturas por mais
de 7 dias em ambiente com alto potencial Redox mostrou-se prejudicial ao
desenvolvimento dos pro-embrides. Esses resultados séo coerentes com aqueles obtidos
com Picea glauca, onde ha a necessidade da inversdo da alta taxa GSH/GSSG para que

haja a diferenciacdo dos tecidos (Belmonte et al., 2006).
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Fig 7. Estruturas predominantemente visualizadas em CE de A. angustifolia submetidas & pré-maturacéo
em suspensdo celular com GSH (0,1 mM). A, C e E — Visualizagdo do NO enddgeno aos 0, 7 e 14 dias de
cultivo, respectivamente. B, D e F — Micrografias em campo claro para efeitos de comparagdo com as
micrografias com filtros para visualizagdo de NO. A e B — Massas embriogénicas sem polariza¢do. C e D
— pré-embriBes polarizados. E e F — Células com caracteristicas de células embriogénicas, porém soltas.

Barra = 100pm.

5.2.2. Pré-maturacdo em meio de cultura semi-solido

Durante a pré-maturacdo das CE em meio de cultura semi-solido pode-se
observar a formacao de embrides globulares aos 30 dias de cultivo apenas no tratamento
com GSH (5 mM) (Fig 8G-H). Nesse caso, hd também altas concentracdes de NO
enddgeno no apice embrionario durante todas as fases de desenvolvimento, pré-embrido
(Fig 8A — F) e embrido globular (8G-H).

Estudos realizados por Silveira et al., (2006) apontaram que o NO poderia ser
responsavel pela manutencdo da polarizacdo das estruturas pré-embrionarias de A.
angustifolia. Os resultados obtidos nesse trabalho confirmam tais dados e ainda
demonstram que o NO esta presente em concentraces ainda mais altas no apice dos

embrides globulares.
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Fig 8. Visualizacdo das CE de A. angustifolia submetidas a pré-maturacdo em meio de cultura semi-solido
suplementado com 5 mM de GSH nos tempos 0, 10, 20 e 30 dias de cultivo. A, C e E — Pr6-embriGes aos
0, 10 e 20 dias, respectivamente, visualizado em microscopio ético com corante DAR 4M — AM.B,DeF
— Visualizagdo dos pré-embribes A, C e F, respectivamente, em microscépio 6tico em campo claro. G e H
— Embrido globular formado aos 30 dias de cultivo com corante DAR 4M — AM e em visualizagdo em

campo claro, respectivamente. Barra = 100pum.

A organizacdo das estruturas embrionarias visualizadas na pré-maturacdo com
suplementacdo de GSH (5 mM) sugerem que esse sistema de pré-maturacdo possibilita
melhor organizacdo das estruturas embrionarias do que o sistema de pré-maturacdo em

suspensédo celular.
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Dessa forma, os experimentos visando a quantificacdo de poliaminas (PAS)
livres enddgenas durante a pré-maturacdo foram realizadas em meio de cultura semi-
solido com suplementacdo de 5 mM de GSH. O ensaio visando avaliar o desempenho
das CE na maturacdo foi realizado a partir de CE de A. angustifolia previamente
submetidas a pré-maturacdo em meio de cultura semi sélido suplementado com 5 mM
de GSH.

5.3. Quantificagdo do contetido enddgeno de PAS

As CE submetidas a pré-maturacdo em meio de cultura semi-solido com
suplementacdo de GSH 5 mM e 0 mM apresentaram 0 mesmo comportamento em
relacdo ao contetdo enddgeno de putrescina (PUT), espermidina (SPD), espermina
(SPM) e PAs totais. Dessa forma, as mudancgas nos perfis de PAs obtidas se deve ao
tratamento de pré-maturacéo, e ndo a suplementacdo com GSH (Fig 9 e 10).

Na pré-maturacdo ha, diferentemente da multiplicacdo, a inducdo de estresse
osmatico pela adi¢do de PEG (7%) e maltose (9%) ao meio de cultura.

Durante a pré-maturacdo, foi observada uma diminui¢do de mais de 50% no
contetddo de PAs livres totais e SPD aos 15 dias, valor esse que se manteve estavel até
0s 30 dias. Os niveis de PUT foram reduzidos a quase 0 ja aos 15 dias de cultivo,
também se mantendo aos 30 dias. Os niveis de SPM se mantiveram durante todo o
cultivo (Fig 9 e 10).
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Fig 9. Quantificacdo de PAs livres em CE submetidas a pré-maturagdo com GSH 5 mM. Valores médios

seguidos de + Desvio Padréo.

Resultados semelhantes foram encontrados em Picea glauca com a

suplementacdo do meio de cultura com PEG (10%). Nesse caso, foi observada uma
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queda nos niveis de PUT aos 15 e 30 dias e a manutencdo no contetdo endogeno de
SPM (KONG et al., 1998). Esses resultados sdo também confirmados por estudos
realizados com Picea abies e P. Rubens, onde, durante a maturacdo das culturas
embriogénicas foi observada uma queda nos conteudos endogenos de PUT e SPD
(MINOCHA et al., 2003). Minocha et al., (2003) sugerem também que, diferentemente
das angiospermas, durante o desenvolvimento dos embriGes sométicos de coniferas, ha

uma diminuigdo no conteudo end6geno de PAs.
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Fig 10. Quantificacdo de PAs livres em CE submetidas a pré-maturacdo sem suplementacdo com GSH.
Valores médios seguidos de + Desvio Padréo.

5.4. Maturacao das CE

As CE submetidas a maturacdo com ABA (150 uM) apds a pré-maturacdo em
meio de cultura semi-solido sem a suplementacdo de GSH nédo apresentaram formacao
de pro-embribes polarizados.

Ja para as CE que passaram pela pré-maturacdo com GSH 5 mM, foi observado,
durante a maturacdo das culturas embriogénicas, um alongamento do apice embrionario
estimulado pela presenca do ABA (Fig 11). Aos 30 dias de maturagéo, sdo encontradas
estruturas alongadas semelhantes ao apresentado por estruturas torpedo. No entanto,
apesar do &pice embrionério estar bem definido, h4 a formacdo de estruturas do
suspensor por todo o embrido somatico (Fig 11F-H), caracterizando um

desenvolvimento embrionario anormal.
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Dessa forma, apesar da suplementacdo com GSH 5 mM ter causado um aumento
da formacdo de pré-embriGes e apresentado a formacdo de embrides globulares, a
maturacdo desses embrides com 150 uM de ABA ocorreu de forma anormal, sendo
necessario o desenvolvimento de estudos posteriores visando o aprimoramento dos

meios de maturacdo de CE de A. angustifolia.

Fig 11. Visualizagdo das CE de A. angustifolia submetidas a maturacdo com 150 uM de ABA. A, CeE -
micrografias das CE em lupa aos 10, 20 e 30 dias de cultivo, respectivamente. B, D, F e G — CE coradas
com Carmim Acético, aos 10 (B), 20 (D) e 30 (F e G) dias de cultivo.
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6. CONCLUSAO

a)

b)

d)

f)

A suplementacdo do meio de cultura de pré-maturacdo de CE de A.
angustifolia com GSH influencia as concentracfes endogenas e exdgenas de
NO;

A suplementacdo do meio de cultura de pré-maturacdo de CE de A.
angustifolia em suspensdo celular com GSH (0,01 e 0,1 mM) resulta em um
aumento no numero de pro-embrides polarizados;

A manutencdo das CE em meio de pré-maturacdo em suspensdo celular
suplementado com (0,01 e 0,1 mM) por mais de 7 dias leva a perda da
polarizacdo dos pré-embrides;

A concentracdo de 5 mM de GSH no meio de cultura de pré-maturacdo em
meio de cultura semi-sélido leva a um melhor desenvolvimento dos
embrides somaticos globulares;

Durante a pré-maturacdo das culturas embriogénicas, o estresse osmético e o
desenvolvimento dos pré-embrifes resultam na diminui¢do nos contedos
enddgenos das PASs livres;

H& um alongamento do apice embrionario dos embriGes submetidos a
maturacao apds a pré-maturacdo com GSH 5 mM em meio de cultura semi-

solido.
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